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RESUMEN

El dafio en la vision por formacion de catarata es una de las complicaciones secundarias
de la Diabetes mellitus. Esta complicacion es causa del incremento de glucosa en la sangre. La
glucosa es metabolizada a sorbitol por la Aldosa reductasa (AR) y la acumulacién de este
compuesto es la responsable de la alteracion osmética que a la larga genera dafio en las fibras
cristalineanas y con ello la formacion de catarata. La inhibicion a la AR y la activacion a la Sorbitol
deshidrogenasa (SDH) son una solucién a la acumulacion del sorbitol. Las plantas brindan una
gran cantidad de compuestos que pudieran ser usados con inhibidores de la AR (IAR) o
activadores de la SDH (ASDH). Michoacan cuenta con una gran biodiversidad de especies,
desfortunadamente es muy poca la informacion con la que se cuenta con respecto a la
composicion quimica de plantas nativas de Michoacén. Por lo anterior se propone buscar IAR y
ASDH en plantas nativas de Michoacéan. E| Metilripariocromeno y el Acido 13-epi-labdandlico son
compuestos obtenidos de plantas de Michoacan que mostraron efecto IAR en un ensayo in vitro.
Estos también presentaron inhibicion a la formacion de catarata en cristalinos de conejo en un
ensayo ex vivo, desafortunadamente también presentaron irritacion en los cristalinos. Entre las
alternativas para proteger al cristalino de la toxicidad que generan estos inhibidores esta la
formacién de complejos de inclusién a base de ciclodextrinas (CD). Las CD son oligosacéridos
formados por unidades de dextrosa que albergan en su interior compuestos hidrofébicos y a su
vez logran estar disuletos en un ambiente acuoso. La interaccion entre una CD y su ligando no
es covalente por lo que tienden a disociarse. Esta caracteristica le da un plus al complejo, ya que
logra tener una liberacion prolongada y ayuda a evitar la irritacion que este pudiera causar en su
sitio de accion a concentraciones altas.

PALABRAS CLAVE: Aldosa reductasa, Sorbitol deshidrogenasa, Catarata ocular,
Fitometabolitos, Ciclodextrinas.
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ABSTRACT

Alteration to vision due to cataract formation is one of the secondary complications of
Diabetes mellitus. This complication is caused by an increase in blood glucose. Glucose is
metabolized to sorbitol by Aldose reductase (AR). The accumulation of this compound is the cause
of the osmotic alteration that eventually generates damage to the crystalline fibers and thus the
formation of cataracts. Inhibition of AR and activation of Sorbitol dehydrogenase (SDH) is a
solution to sorbitol accumulation. Plants provide a large number of compounds that could be used
as AR Inhibitors (ARI) or activators of SDH (ASDH). Michoacan has a great biodiversity of species.
Unfortunately, there is very little information available regarding the chemical composition of plants
native to Michoacén. Therefore, it is proposed to search for IAR and ASDH in native plants of
Michoacan. Methylripariochromene and 13-epi-labdanolic acid are compounds obtained from
plants from Michoacan that showed ARI effect in an in vitro assay. These compounds also
presented inhibition of cataract formation in rabbit lenses in an ex vivo test. Unfortunately they also
presented irritation in the lenses. Among the alternatives to protect the lens from the toxicity
generated by these inhibitors is the formation of inclusion complexes based on cyclodextrins (CD).
CDs are oligosaccharides formed by dextrose units that house hydrophobic compounds inside and
at the same time manage to be dissolved in an aqueous environment. The interaction between a
CD and its ligand is not covalent, so they tend to dissociate. This characteristic gives the complex
a plus, since it manages to have a prolonged release and helps avoid the irritation that it could

cause at its site of action at high concentrations.
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1 INTRODUCCION
La via de los polioles es fundamental en la homeostasis del cristalino humano. En condiciones
normoglicémicas produce y mantiene una constante concentracién de sorbitol intracelular. En
humanos, las enzimas que participan en la via de los polioles son la Aldosa reductasa (AKR1B1)
y la Sorbitol deshidrogenasa (SDH). La primera enzima utiliza a la glucosa como precursor del
sorbitol. La segunda enzima usa al sorbitol como precursor de la fructosa (Srivastava et al., 2005).
Diversas condiciones ambientales y fisiologicas afectan la homeostasis del cristalino (Brownlee,
2001). Por ejemplo, la hiperglucemia cronica causa un desequilibrio osmético. Esto produce dafio
celular y tisular que se manifiesta con la opacidad del cristalino (catarata) (Kathleen, 2001).
(Srivastava et al., 2005). A largo plazo, alteraciones como la formacion de catarata son
complicaciones secundarias de una de las enfermedades con mayor prevalencia en el mundo: la
Diabetes mellitus. La inhibicion de la AKR1B1 conlleva al control de los mecanismos fisioldégicos
que se alteran en estado de hiperglucemia. Por esto, la investigacion es activa en el disefio y
descubrimiento de inhibidores de la enzima Aldosa Reductasa (IAR) (Changjin Zhu, 2013). Una
gran cantidad de moléculas se sintetizaron para inhibir a la AR pero pocas de ellas lograron la
fase 3 de investigacion en el desarrollo de un farmaco: un ensayo clinico. El epalrestat es
actualmente el unico IAR comercializado en algunos paises asiaticos. Ademas de la obtencion de
inhibidores sintéticos, los seres vivos como las plantas son fuentes interesantes para la busqueda
de inhibidores (De la Fuente et al., 2003). México posee de 20,000 a 30,000 especies vegetales.
De éstas, Michoacan tiene aproximadamente 5,000. ElI conocimiento fitoquimico de las plantas

gue habitan en Michoacan es correspondiente al 5 % (Ramirez-Lépez et al., 2010). En este tdpico,
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donde se conjunta el conocimiento de la fisiologia celular, la bioquimica enzimatica y la quimica

de los metabolitos secundarios vegetales, es en donde se realizo el presente estudio.

2 MARCO TEORICO

2.1 Via de los polioles

La via de los polioles tiene dos reacciones enziméticas. La enzima AKR1B1 cataliza la primera
reaccion, la cual requiere como coenzima a la nicotinamid adenin dinucleétido fosfato reducido
(NADPH), esta enzima controla la via y el contacto con niveles alterados de glucosa es una forma
de activarla. La enzima SDH cataliza la segunda reaccion. Esta transforma el sorbitol a fructosa y
utiliza al nicotinamida adenina dinucleétido oxidado (NAD*) como cofactor (Brownlee, 2005).
Aproximadamente el 3 % de glucosa se metaboliza por la via de los polioles en condiciones
normoglicémicas. Sin embargo, en condiciones hiperglicémicas esta via metaboliza mas del 30 %
de la glucosa, hecho que produce una acumulacién de sorbitol intracelular que ocasiona un dafio

al tejido (Cheng et al., 1964).

2.1.1 Aldosa Reductasa (AKR1B1)

La Aldosa Reductasa (AKR1B1, abreviatura para la enzima humana) es un monémero proteinico
de 316 residuos de aminoacidos (PM = 36 kDa), la cual pertenece a la superfamilia de las aldo-
ceto reductasas. Este grupo de enzimas catalizan una variedad de reacciones de oxidacion-
reduccion de grupos carbonilo de una amplia variedad de sustratos tales como aldehidos, cetonas,
prostaglandinas, esteroides y xenobidticos (Barski et al., 2009). La AKR1B1 muestra gran

eficiencia catalitica con aldehidos no ramificados saturados e insaturados- Cuando la
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concentracion de glucosa en la célula es grande, la AKR1B1 reduce la glucosa a sorbitol (Alexiou
et al., 2009).

Su estructura estad compuesta por un motivo a/f barril. Un centro de ocho laminas 3 paralelas
conectadas por ocho hélices a periféricas, es conservado en todas las AKRs. El sitio activo
hidrofébico esta formado por residuos aroméaticos, residuos no polares, residuos polares y tres
posibles donadores de protones (Tyr48, His110 y Cys298). El sitio activo cambia su forma a una
variedad de conformaciones de union que depende del inhibidor al que se una. Las posibles
conformaciones indican un remarcado ajuste inducido y flexibilidad del sitio activo. Tres distintas
conformaciones de la AKR1B1 en el sitio activo son propuestas de acuerdo con estudios de
cristalografia de rayos X. El primero se llama “sitio de unién aniénica” y se conforma por la cabeza
anionica de un ligando. La union se lleva a cabo sobre los residuos Tyr48, His110, Trp20y Trp111.
El segundo se llama “sitio especifico” y es de naturaleza hidrofobica. Este se conforma por los
residuos Leu300, Cys298, Cys303, Trplll y Phel22. El tercero se llama “sitio hidrofébico y se
conforma por los residuos Trp20, Trplll, Phel22 y Trp219 (Zhu, 2013).

La AKR1B1 se expresa en rifion, glébulos rojos, tejido mieloide, epididimo, placenta, glandula
suprarrenal y ojo (cérnea, cristalino y retina) (Tang et al., 2012). En condiciones de homeostasis,

esta enzima tiene las siguientes funciones:

¢ Desintoxicacién celular. Una de las funciones de la AKR1B1 es participar en procesos de
desintoxicacion en la célula, en la cual reduce aldehidos toxicos a alcoholes inactivos. La
peroxidacion de lipidos, glicacion y oxidaciéon de aminoacidos son la mayor fuente de
aldehidos reactivos in vivo. Estos causan interacciones entre proteinas, inactivan enzimas,
dafian al ADN, lesionan a la mitocondria y afectan la proliferacion celular. Estos eventos

conducen a dafio en el tejido y contribuyen a varias enfermedades (Alexiou et al., 2009).
10
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e Regulacion osmotica. Las células expuestas a estrés osmotico permanente activan
mecanismos de adaptacion e.g. la induccion de la expresion genética. Esta se controla a
nivel transcripcional, en la cual participa el factor de transcripcion TonEBP en el caso de
células eucariotas. TonEBP induce el incremento en la expresion de los genes de la AKR1B1
y genes de transportadores de betaina. El aumento en la expresion de AKR1B1 incrementa

la cantidad de sorbitol a través de la reduccion de la glucosa. (Ben et al., 1997).

e Maduracion de espermatozoides. Los espermatozoides para lograr su maduracion y
adquirir su habilidad fertilizante transitan por el epididimo. Durante el transito por el epitelio
epididimal, el epididimo secreta epididimosomas que interactdan con el espermatozoide.
Las proteinas del epididimosoma se incorporan a la superficie del espermatozoide para
definir dominios. La AKR1B1 es una de las proteinas mayoritariamente asociadas con el
epididimosoma y su actividad aumenta la formacion de fructosa, la cual entra a la via de la
glucdlisis y produce la energia necesaria para la movilidad del espermatozoide inmaduro

(Saez et al., 2003).

2.1.2 Sorbitol deshidrogenasa (SDH)

La SDH es una enzima tetramérica perteneciente a la familia de las Alcohol deshidrogenasas de
cadena media que contiene Zinc, esta distribuida en casi todos los tejidos de mamiferos y su
ubicacion es dentro del citosol de la célula. Esta enzima cataliza la conversion de sorbitol a
fructosa en presencia de NAD* y la actividad catalitica es igual entre sus cuatro subunidades.

Cada subunidad contiene 356 residuos de aminoacidos con un sitio conservado de unién a un

11
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Zinc, sitio de unién al cofactor y su sitio activo con afinidad a sustratos hidrofébicos (Kabbani et
al., 2004). La enzima presenta mayor afinidad al al nicotinamida adenina

dinucledtido reducido (NADH) que al NAD* a valores de pH altos y bajos asi como a un pH de 7.4.
El paso limitante de su reaccion es la disociacion entre la enzima y su coenzima. La funcion
principal de la SDH es transformar el sorbitol a fructosa, por ello su actividad esté relacionada con
procesos metabdlicos en los que estd implicada la fructosa. En condiciones de hiperglicemia
cronica se genera un incremento en la accion de la AR y no en la SDH, esto causa una

acumulacion de sorbitol que conduce a dafio celular (Broownlee 2001).

2.1.3 Incremento en la incidencia de la via de los polioles

Los mecanismos que se proponen para explicar el efecto perjudicial del incremento en el flujo de
la via de los polioles inducido por la hiperglucemia crénica son estrés osmaético inducido por
sorbitol, decremento de la actividad ATPasa (Na2*K*), incremento citosélico de NADH/NAD" y
decremento citosolico de NADPH™* (Brownlee, 2001).

El decremento en la concentracion de NADPH®. afecta negativamente a otras enzimas que
participan en los mecanismos antioxidantes de la célula. Asi produce un aumento en el estrés
oxidativo. Por otra parte, el aumento de la proporcion de NADH/NAD* inhibe la actividad de la
enzima Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH). A consecuencia de esto se produce
incremento de productos finales de glicacién avanzada (AGEs). (Brownlee, 2001) (Diaz et al.,
2004).

La acumulacion de sorbitol conduce a un aumento de estrés osmotico en las células debido a su
incapacidad para difundir con facilidad al exterior, lo que produce una lisis celular (Srivastava et

al., 2005).

12
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2.2 Catarata ocular

El ojo humano esta conformado por tres capas: la cérnea (la més resistente), la Gvea y la retina.
Ademas, en el contenido ocular encontramos al humor acuoso y al humor vitreo, asi como al iris
y al cristalino. El cristalino estd conformado por fibras en forma hexagonal que se encuentran
acomodadas en capas parecidas a la piel de una cebolla. Las fibras del cristalino son células
maduras que pierden el nicleo y los organelos con la finalidad de mantenerse completamente
cristalino. Este 6rgano se ubica detras del iris y su cara posterior se encuentra en el humor vitreo.

Entre sus caracteristicas se encuentra que carece de aporte sanguineo, asi como de inervacion.

wo
L3
3

HL—OH

Fructosa

Glucosa 2 .Y I@ Sorbitol
Estrés

osmoético/oxidativo

Inhibicién de la AKR1B1

i us

Ojo sano = Catarata ocular

Hiperglicemia Lisis celular de la fibra
cronica cristalineana

Figura 1.- Polioles en la formacion de catarata diabética. AKR1B1: aldosa
reductasa, SDH: sorbitol deshidrogenasa. Ante un incremento en la concentracion
de glucosa, el sorbitol se acumula en la celula es esto genera una serie de
alteraciones que culminana en estrés osmético y oxidativo

Con el paso del tiempo este crece en peso y tamafio. El cristalino esta constituido por 2/3 de agua

y 1/3 de proteinas y su funcién es enfocar la luz sobre la retina. Este érgano a su vez se divide en

13
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capsula acelular, epitelio cristalino, células fibrosas de la corteza y zona nuclear interior. El
combustible metabdlico principal que utiliza es la glucosa. Entre las alteraciones generadas en
esta zona se encuentra la formacion de catarata (Banditelli et al., 1999).

La catarata ocular es la opacidad del cristalino. Uno de los principales factores que contribuyen a
la formacion de catarata es la Diabetes mellitus, considera una causa lider en la induccion de
ceguera en el mundo. La catarata se caracteriza por la pérdida de visiébn gradual sin dolor. El
grado de pérdida de vision depende del tamafio y la localizacion de la catarata. La cual puede ser
en el centro del cristalino (nuclear), en el cértex superficial (cortical) o en el &rea subcapsular
posterior (Kathleen, 2001). La catarata es consecuencia de la alteracion de las fibras
cristalinianas. El exceso de glucosa que produce la acumulacion del sorbitol induce una alteracién
en el equilibrio osmético. El estrés osmético en los cristalinos provoca que las células se hinchen,
la permeabilidad de la membrana se altera y esto promueve la alteracion de las fibras
cristalinianas (Brownlee, 2001).

En 1974 Varma y colaboradores realizaron una de las primeras investigaciones que relacionan a
la actividad de la AKR1B1 con la formacién de catarata diabética. Ellos concluyeron que la
formacién de catarata en ratones se causa por el incremento en la actividad de la AKR1B1. Esta
hipétesis fue respaldada 21 afios después por Lee y colaboradores (1995), quienes observaron
que cuando la expresion de AKR1 es mayor, incrementa la acumulacion de sorbitol, esto conlleva
a la aceleracion en la formacion de catarata.

El Unico tratamiento para la catarata ocular es la cirugia. En esta el cristalino se remueve y
reemplaza por un cristalino intraocular artificial permanente. Este procedimiento es invasivo y tiene
un costo elevado por lo que no todas las personas que padecen de catarata ocular pueden tener

acceso a esta opcioén (Tabin et al., 2008).

14
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El disefio y descubrimiento de inhibidores de la enzima AKR1B1 ofrece un enfoque terapéutico

para la prevencion de complicaciones de la Diabetes mellitus como la catarata.

2.3 Inhibidores de la AKR1B1 (IAR)
El ndmero de farmacos que se sintetizaron para inhibir a la enzima AKR1B1 en modelos
experimentales y que alcanzaron un ensayo clinico es pequefio. Dos principales clases de
inhibidores de la AKR1B1 se establecieron:
¢ |ARs con grupo carboxilo.- Son la mas grande clase de IARs y se caracterizan por tener en
su estructura un grupo carboxilo, el cual interacciona con la enzima. El tolrestat, la
alrestatina (inhibidor mas potente de esta clase hasta ahora), el zopolrestat y el epalrestat

son ejemplos de estos inhibidores. El epalrestat es el inico que se comercializa y solo se

encuentra disponible en Japén (Alexiou et al., 2009 ; Changjin Zhu, 2013).

L
Transgénicos de AR — — hAR +/+ 1 Estreptozotocina +50 % de
de humano (hAR+/+): a galactosa
sobreexpresion de hAR+/+ > p > hAR +/-
AKR1B1 a g Genotipos de ratones F2
r 1\ € hAR -/-
E Apareami- n hAR-/- mSD+/+ hAR+/+ mSD-/-
a ento entre o
m progenies t
i de F1 i
o D mSD +/+
mSD -/- = .,
CSTBL/UA (mSD-/-): n 1\ 0 msD +/_ - Formacion de
deficiente de SorD t |:1 - Sin catarata catarata
o] L msD /- -0.25 £ 0.06 pmol de -26.51+1.98 pmol
sorbitol/g de de sorbitol/g de
cristalino cristalino

Figura 2.- Evidencia genética de la participacién de la via de los polioles en la formacidn de catarata

diabética.Ratdnes que no expresan la SDH presenta de forma mas temprana la formacion de catarata

debido a la acumulacion de galactitiol

e IAR derivados de espirohidantoina.- Se caracterizan por tener un anillo hidantoina

responsable de la interaccion con la AKR1B1. El sorbinil fue el primer IAR que se sintetizo

de este tipo. Este tuvo buena inhibicién a la AKR1B1 in vitro e in vivo. Su administracion a
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pacientes con Diabetes mellitus ocasiond reacciones de hipersensibilidad, con sintomas
como mialgia, fiebre y alteracion en la piel (Jaspan et al., 1985).
Ademas de la busqueda de inhibidores sintéticos, las plantas se manifiestan como fuentes
interesantes para la busqueda de inhibidores para AKR1B1. Los flavonoides quercetina,

quercitrina y miricitrina se reconocen como inhibidores de esta enzima.

2.4 Activadores de la SDH

Durante afios se ha planteado la idea de que inhibidores de la SDH ayudarian a preservar el
decremento de NADH, Esto coadyuvara a prevenir complicaciones secundarias en la Diabetes
mellitus como la catarata ocular.

Se ha observado que la actividad de la SDH decrement6 en un estado de hiperglucemia. En
ratones alimentados con galactosa la catarata ocular ocurre en menos dias y es severa. El
producto de la galactosa metabolizada por la AR es el galactitol. Este no puede ser metabolizado
por la SDH por lo que hay mayor acumulacion de galactitiol comparado con ratones alimentados
con glucoda donde el producto es el sorbitol y este si es metabolizado por la SDH. Con ello
podemos desestimar que la inhibicion de la SDH ayudaria a la inhibicion de la formacién de
catarata (Kador 1988) sino todo lo contrario, la inhibiciébn de esta enzima promueve la formacién
de catarata. La propuesta es activar a la enzima SDH para con ello aliviar la acumulacion de
sorbitol. Compuestos activadores de la SDH ya existen, pero desafortunadamente estos
compuestos son teratogénicos por lo que son inapropiados para usarlos como medicamentos en

el control de catarata ocular causada por hiperglucemia (Meijers et al., 2001)

2.5 Productos naturales vegetales
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Las plantas son organismos sésiles que poseen mecanismos fisioldgicos para detectar, procesar
y responder a estimulos del entorno. Estas producen metabolitos secundarios en cada paso del
proceso de su desarrollo (germinacion, crecimiento, reproduccion y defensa). Los metabolitos
secundarios actian como mensajeros quimicos, los cuales son la base del establecimiento de
mecanismos de defensa y comunicacion dentro de las diferentes especies. Estos forman un
arsenal fitoquimico que ofrece una oportunidad excelente para el aislamiento, purificacion e
identificacion de compuestos quimicos. Los metabolitos secundarios se agrupan segun su origen
biosintético comun: terpenos y esteroides, flavonoides, cromenos y benzofuranos, cumarinas,

quinonas, alcaloides entre otras (Jiménez et al., 2003).
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Figura 3.- Metabolitos secundarios producidos por especies vegetales

2.6 Uso de plantas medicinales
Las plantas sirven como un posible tratamiento médico debido a sus compuestos especificos

(Heinrich et al., 1998). Propiedades farmacoldgicas, indicaciones y dosis se establecen hoy en
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dia para muchas plantas. Estas plantas pasan por una revision estricta de investigadores, quienes
buscan una nueva propiedad farmacol6gica de los multiples bioactivos, quimicos y componentes
de la planta (Morales Lopez et al., 2007).

En un atlas de plantas medicinales se copilaron un total de 3,000 especies empleadas por diversos
grupos étnicos (Ramirez-Lopez et al., 2010). Aproximadamente el 1 % se estudidé a fondo con
respecto a su potencial médico. Las plantas son una valiosa fuente de sustancias biolégicamente
activas, ya sea en forma de medicamento vegetal o de materia prima para la industria
farmacéutica. Temas recurrentes de investigacion en el reino vegetal incluyen el aumento en la
blusqueda de nuevas moléculas, con efectos especificos farmacoldgicos no téxicos y efectivos en
control de enfermedades humanas (Ramirez-L6pez et al., 2010).

Michoacan tiene fuertes contrastes entre ambientes diferentes. Estos tienen extraordinaria riqueza
genética con variaciones entre especies en los diferentes ecosistemas (Garcia-Sanchez et al.,
2011).

Un estudio en la busqueda de inhibidores para la enzima AKR1B1 con plantas nativas de
Michoacan aun no existe. En otros paises se investiga la busqueda de IARs en plantas. Un grupo
de flavonoides son algunos de los IARs naturales mas potentes. En estudios se muestra que el
consumo oral de quercetina conduce a disminucion en la acumulacién de sorbitol en cristalinos
de ratas diabéticas, asi como el retraso en la formacién de catarata (Goodari et al., 2005). Un
estudio en humanos, aunque no en células del cristalino, encontro que la vitamina C oral en dosis
de 100-600 mg diarios, fue capaz de normalizar el nivel de sorbitol en globulos rojos en un periodo
de 30 dias en individuos con Diabetes mellitus tipo 1 (Vincent et al., 1999). El acido lipoico (AL)
es util para evitar la formacion de catarata, tiene un potente efecto antioxidante. Esta propiedad

es la responsable de gran parte de su efecto protector en la catarata diabética (Kathlee, 2001).
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2.6.1 Acido 13-epi-labdandlico y metilripariocromeno A: Inhibidores de la Aldosa reductasa

En la basqueda de posibles inhibidores de la AR, un escrutinio de plantas nativas de Michoacan
fue realizado. Este estudio dio como resultado que 56 de las 106 especies evaluadas presentaron
inhibiciones que van de 8 a 96 % de inhibicidn. Las plantas que tuvieron inhibicién mayor al 70%
fueron elegidas para continuar con el estudio bioguiado y obtener el compuesto responsable de
dicha inhibicién. Con el método de cromatografia en columna usando disolventes en polaridad
ascendente se purificaron compuestos. Acetato de Lupeol, mezcla de a and p-amirina, acido 3-
0X0-y-costico, Encecalina, Lupeol, Metilripariocromeno A, acido 2-OH eperuico, Derivado de timol
1, derivado de Timol 2, Acido cativico, desmetilencecalina y mezcla de triterpenos son los que
presenta inhibicion. El Acido 13-epi labdanélico presentd mayor inhibicion de en un ensayo in vitro.
Este mismo compuesto se evalu6 como inhibidor de la formacion de catarata en un ensayo ex
vivo donde cristalinos de conejo se cultivaron en medio y se le administré un exceso de glucosa
para inducir a catarata. La observacion fue que el Acido 13-epi labdandlico si inhibe la formacién

de catarata pero a concentraciones altas este causa dafio en el cristalino. (Beltran Sanchez, 2015)

2.7 Ciclodextrinas y su uso en el area farmacéutica

Las ciclodextrinas son oligosacéaridos naturales con estructura de macrociclos compuestos por
varias unidades de glucosa unidos mediante enlaces a—D-(1-4). Estas tienen una alta solubilidad
en agua, pero su cavidad interna es hidréfoba, lo que les da un comportamiento dual en cuestion
de hidrofobicidad, ademas, les da la capacidad de alberga en su interior compuestos hidrofobos
y a su vez estar solubles en un medio acuoso con la formacion de un complejo de inclusion. Esta
gran caracteristica de las ciclodextrinas las ha llevado a ser ampliamente utilizadas en diferentes

industrias (Mayur et al., 2012).
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El mayor porcentaje de uso de ciclodextrinas es en el area de la alimentacion, asi como la
cosmética y el aseo personal. El campo que mas investigacion brinda a estos compuestos es el
area farmacéutica. Muchos farmacos son insolubles en agua y debido a esto no tienen una
absorcién Optima, otros farmacos tienden a oxidarse por la luz y algunos otros causan irritacion
en la piel y/o las mucosas. Todos estos pueden formar un complejo de inclusiébn con las
ciclodextrinas y con ello remediar estas desventajas mencionadas. También se usan para lograr
la liberacion prolongada de algunos farmacos. Se forman complejos de inclusién entre estos
farmacos y las ciclodextrinas y estos son administrados. La disociacion de estos complejos es de

forma gradual y con ello se logra una liberacién prolongada (Loftsson et al., 2002).
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JUSTIFICACION

El re-establecimiento del equilibrio metabodlico de la via de los polioles de la fibra cristalineana
hiperglicémica mediante inhibidores de la Aldosa reductasa (AR) y activadores de la Sorbitol
deshidrogenasa (SDH) es un area de oportunidad. Farmacolégicamente, esta condicidén
metabdlica y complicacion secundaria en la diabetes aun no se controlan. Comercialmente no
existen activadores de la SDH, asi como pocos inhibidores de la AR. Al respecto, en previo
escrutinio fitoquimico bioguiado por la actividad enzimatica observamos que algunos
fitometabolitos y extractos vegetales inhibieron a la AR pero que causaron dafio tisular. Esta
observacion motiva a re-evaluar mediante complejos de inclusion a base de ciclodextrinas los
efectos inhibitorios de la AR y activador de la SDH de los escasos fitometabolitos encontrados y

para lograr el éxito es necesario aumentar el nimero de fitometabolitos
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HIPOTESIS

Complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos inhiben la formacién de catarata

nuclear experimental ex vivo mediante el control de la hiperproduccion de sorbitol a través de la

inhibicién de la AR y/o con la activacion de la SDH.

22



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

OBJETIVOS

Obtener un complejo de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos que inhiba la

formacion de la catarata nuclear experimental.

Objetivos particulares

e Disefiar un complejo de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos que reduzca la

produccion de sorbitol a través de la inhibicion de la AR e inhiba la formacion de catarata

nuclear experimental de forma ex vivo.

e Obtener un compuesto activador de la SDH purificado de plantas nativas de Michoacan.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Modelaje in silico

Formacion del complejo
de inclusion entre
ciclodextrinas y
fitometabolitos

(UMSNH2014)

Evaluacion de compuestos como
activadores/inhibidores de la enzima SDH y AR
respectivamente in vitro

Evaluacion de la inhibicion de la formacién de
catarata en ensayo ex vivo
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RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 1.- Compuestos purificados del género
Eupatorium spp. y su efecto inhibidor en la Aldosa
reductasa
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Aldose reductase inhibition by bioactive phytometabolites from Eupatorium spp.

Abstract

The progressive accumulation of sorbitol in the crystalline cells of a human with chronic
hyperglycemia ends with cell lysis, it known as cataract. In the polyol pathway, the enzyme aldose
reductase (AR) produces sorbitol from glucose Therefore, the aim is to find phytometabolites in
native plants that prevent cataract through catalytic inhibition of AR (ARIS). For this, a combined
research approach was used. Analyzes were a chemical fractionation bioguide by AR enzyme
activity and chromatographic, NMR and bioinformatics technics. The AR was extracted from rabbit
lenses. The metabolomes of thirteen plant species of the genus Eupatorium were the natural
resource that was explored. Some of them are cosmopolitan plants and others have a use in
traditional medicine. All of them exhibited an inhibitory effect on AR. With sociocultural criteria, six
Eupatorium spp were selected to continue with the phytochemical scrutiny. Of these, twelve pure
phytometabolites were obtained, which were tested for their inhibitory effect on AR. The ECso
values interval was 7 uM to 100 puM of seven pure phytometabolites. All of them were subject to
the accepted heuristic rules for druglikeness. With this analysis a possible active principle
emerged, methylripariochromene A, since no violation of the rules exhibited. Whose inhibition of
enzyme catalysis is by an apparent catalytic mechanism mixed. Molecular docking and molecular
dynamic analyzes helped to understand their coupling in the active site of AR. Which was
consistent with the verification results.

Keywords: Aldose reductase, Eupatorium, Phytometabolites, Inhibition, Drug-like, Molecular

dynamics
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1. Introducién

La catarata ocular es una complicacion secundaria de la Diabetes mellitus. La cual se
considera una de las principales causas de ceguera en el mundo [1,2]. Las fibras cristalineanas
son parte del grupo de células que son incapaces de regular el ingreso de glucosa al citosol
mediante la insulina [3, 4]. Por esta razon, la concentracion de glucosa intracelular es dependiente
de la glucosa extracelular. La glucosa intracelular en exceso altera a la via de los polioles y se le
relaciona con la formacion de catarata, asi como de otras complicaciones secundarias propias de
la diabetes [5]. Esta via tiene dos reacciones enzimaticas. En la primera reaccion la Aldosa
reductasa (AR) reduce glucosa a sorbitol con el cofactor NADPH®. El sorbitol es oxidado a fructosa
en la segunda reaccion la cual es catalizada por la Sorbitol deshidrogenasa (SDH) con el cofactor
NAD" [6]. En los érganos insulino independientes, el incremento de glucosa en la sangre conlleva
al incremento de glucosa dentro de las células. Con esto, la actividad enzimética de la AR
incrementa y genera la acumulacion de sorbitol intracelular y el decremento de NADPH?* [7, 8]. La
SDH a diferencia de la AR no incrementa su actividad ya que esta enzima es regulada cuando
incrementa la concentracion del complejo SDH/NAD -/Sorbitol [9]. Estrés osmético se genera por
la acumulacién de sorbitol pues este actia como osmolito organico. El decremento de NADPH*
afecta la actividad de otras enzimas como la Glutation reductasa y esto genera estrés oxidativo.
Tanto el estrés osmotico como el estrés oxidativo generan lisis celular [10, 11]. La no eliminacion
de las células lisadas y la acumulacién de detritus celulares causa la opacidad puntual del
cristalino o formacién de catarata ocular [12]. La inhibicion de la AR es una alternativa para
prevenir la acumulacion de sorbitol generado por la hiperglucemia y con ello prevenir la formacién
de catarata ocular [13, 14]. Aunque diversos ARIs han sido propuestos en el campo de la Diabetes

mellitus. Actualmente no existe ningun farmaco en el mercado que prevenga la formacion de
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catarata en pacientes con hiperglucemia. Por lo que, la investigacién continGia para descubrir

agentes mas eficaces y selectivos con propiedades farmacocinéticas 6ptimas.

La busqueda de compuestos bioactivos comienza con el conocimiento etnomédico y
etnobotanico. En este sentido, el inicio es estudiar las especies de plantas colonizadoras exitosas
o las utilizadas en la medicina tradicional y las nativas del territorio [15]. Las plantas son
organismos productores de una variedad de compuestos quimicos. Durante afios estos
compuestos se han utilizado en el area farmacéutica para tratar afecciones en el hombre o como
modelo para la sintesis de nuevas moléculas con actividad farmacoldgica [16, 17]. Aspectos como
la abundancia de la planta, la accesibilidad para recolectarla, su uso medicinal y el rendimiento a
la hora de obtener el extracto se deben de tomar en cuenta para considerar a una planta como
candidata para la obtencion de compuestos [18]. Una busqueda en herbarios tanto nacional como
local y en listados floristicos se encontrd que en esta region esta presente la Tribu Eupatorieae y
sus especies vegetales son abundantes distribuidas en varios géneros, entre los que destaca,
Eupatorium [19-21]. El género Eupatorium (tribu Eupatorieae, Familia Asteraceae) tiene alrededor
de 1200 especies de plantas [22, 23]. En Michoacan existen cerca de 69 especies de este género.
Algunas de los cuales se utilizan en medicina tradicional para remediar alteraciones en la salud
por ejemplo uso antibacteriano, antifingico y analgésico [24-27]. La importancia del género
Eupatorium es que se le describen alrededor de 1200 especies distribuidas principalmente en
América tropical. Algunas Eupatorium sp tienen propiedades medicinales que se utilizan para
aliviar dolencias de infecciones, algunas son malezas y estan asociadas con ecosistemas

perturbados [28-31].

El género Eupatorium es una fuente prometedora de nuevas moléculas con actividad biologica.

En el se han purificado casi dos centenares de compuestos [32]. Si bien, de este género existe
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informacion fitoquimica. Sin embargo, los metabolomas de muchas especies nativas y endémicas
son desconocidos e inexplorados en la busqueda de componentes bioactivos. Hasta ahora, en la
region se encontraron 69 especies de Eupatorium [33]. Indudablemente que una linea de
investigacion se genera para la exploracion fitoquimica biodirigida. En el presente estudio se
propone la exploracion fitoquimica mediante una bioguia. Con el proposito de obtener
fitometabolitos purificados de algunas especies de Eupatorium con capacidad inhibitoria para

afectar la catalisis de la enzima Aldosa reductasa del cristalino de conejo.

3. Resultados y Discusion

El estado de hiperglucemia conduce a un incremento en la actividad de la AR. Esto genera la
acumulacion de sorbitol y produce un desequilibrio osmético y metabdlico que conduce a la muerte
celular [34]. La acumulaciéon de este detritus en el cristalino forma la catarata. Por lo que, la
inhibiciébn de la AR es una alternativa para prevenir las alteraciones producidas por la
hiperglucemia en células que no responden a la insulina. Aunque ya se han encontrado muchos
inhibidores contra esta enzima en el campo de la Diabetes mellitus, continda la investigacion para
descubrir agentes mas eficaces y selectivos con propiedades farmacocinéticas optimas [35, 36].
Una numerosa cantidad de ARIs se han propuesto como candidatos a farmaco, pero ninguno de
estos ha llegado a ser comercializado para prevenir la formacion de catarata ocular. Diversas
especies del género Eupatorium crecen en la América tropical. Estas son parte del ecosistema y
un valioso recurso natural del que se empieza a conocer su fitoquimica. Ademas, algunas de ellas
son parte de las farmacopeas nativas y este aspecto social y botanico es una oportunidad
farmacoldgica y biotecnolégica [37]. En este trabajo se reporta un estudio bioguiado con plantas

del género Eupatorium para determinar su capacidad para inhibir a la AR de conejo.
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Las especies E. cardyophylum, E. adenophorum, E. aerolare, E. arsenei, E. brevipes, E.
dolichobasis, E. glabratum, E. lasioneuron, E. mairetianum, E. petiolare, E. pichinchense y E.
pycnocephalum tuvieron mayor porcentaje de inhibicion en la actividad enzimética de la AR. Lo
cual nos indica que en su composicion tiene uno o varios compuestos que inhibe a la AR (tabla
1). De estas especies con mayor inhibicion, E. cardyophylum, E. aerolare, E. arsenei, E.
glabratum, E. petiolare y E. pycnocephalum son utilizadas en la medicina tradicional segun un
estudio de revision realizado por Garcia-Sanchez et al. (2011). Los usos de estas especies son
antidiarréicos (E. aerolare), antiespasmaodico (E. glabratum), antidiabético (E. petiolare), para
aliviar resfriado (E. pycnocephalum) y malestar estomacal (E. arsenei), por mencionar algunos.
Una ventaja de estas especies sobre las no utilizadas en medicina tradicional es su incidencia de
toxicidad debido a que estas especies ya han sido consumidas por el hombre y no se ha registrado

toxicidad en ellas [33, 38].

Debido a que en el escrutinio obtuvimos una cantidad considerable de extractos con actividad
inhibitoria a la AR, para la obtencion de compuestos puros se utilizaron criterios cualitativos
socioculturales de seleccidn que son importantes para la recolecta, asi como para la obtencion
del extracto. La accesibilidad para recolectar la planta se refiere a la facilidad de acceso a la zona
donde se llevd a cabo la recolecta. La accesibilidad la clasificamos como abundante, intermedia
0 escasa. La Abundancia de espécimen se refiere a la época en la que crece la planta, asi como
la facilidad con la que se puede cosechar. La evaluacion la calificamos como abundante,
intermedia o0 escasa. El rendimiento hace referencia al rendimiento obtenido del extracto. Para
este criterio los extractos se separaron en dos grupos, el abundante y el intermedio. El ultimo
criterio que se estudio fue el uso de las plantas en medicina tradicional. El resultado de los criterios

estudiados fue que seis extractos comparten las siguientes caracteristicas: accesibilidad de
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recolecta y abundancia de espécimen abundante o intermedia, un rendimiento abundante y son
utilizadas en medicina tradicional. Por lo que estos extractos fueron elegidos para continuar con

el estudio bioguiado.

La purificacion de los compuestos se hizo con Cromatografia en columna a través de la separacion
de acuerdo con su polaridad [39]. Diez compuestos y dos mezclas de triterpenos se lograron
purificar de los extractos. Todos se evaluaron como inhibidores de la AR y tuvieron inhibicion que
van de un 18 a 66%. Plisokas et al. (2015) evaluaron la actividad inhibitoria del extracto
diclorometanico de Tephrosia humilis en el cual se identific6 al Lupeol como compuesto
mayoritario. El extracto se evalué a una concentracién de 25 mg/ml y el resultado fue 36% de
inhibicion. Los resultados de este proyecto para el Lupeol son una inhibicion de 49% a una
concentracion de 1mg/ml. La mayor actividad inhibitoria a la AR de este proyecto lo atribuimos a
gue se evalud al Lupeol puro y no al extracto de la planta pudiendo tener mayor concentracion de

este [40].

La concentracién inhibitoria media (Clso) es la concentracion necesaria para inhibir al 50% la
actividad de una enzima. Con este dato se compard la potencia de inhibicion de los compuestos
puros. El ensayo se realiz6 midiendo el porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones del
inhibidor. Los valores que se obtuvieron van de 7 a 100 uM. El acetato de lupeol tuvo un Clso de
7 UM por lo que es el compuesto mas potente de este grupo pues necesita menor concentracion
para inhibir el 50 % la actividad de la AR. EI metilpariocromeno A es el segundo con ICso de 8.7
UM. Después la mezcla de triterpenos 1, el Lupeol y el derivado de acido eperuico tuvieron ICso
de 9.7, 10.3 y 10.3 pM respectivamente. El Epalrestat el tnico ARI comercializado indicado en
forma farmaceéutica oral, tiene un ICsode 0.4 uM. Si comparamos al Epalrestat con los resultados

obtenidos en este proyecto y tomando en cuenta que se trata de un compuesto sintético, los
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compuestos purifiacados de plantas del género Eupatorium se posicionan como compuestos

alentadores para la inhibicion de la AR. [41, 42].

Para predecir de forma in silico si un compuesto tiene la posibilidad de comportarse como farmaco
existen diversas reglas conocidas como drug-like. Estas reglas evallan caracteristicas fisico -
quimicas que permiten conocer el comportamiento farmacocinético de los compuestos [43]. Los
doce compuestos puros se sometieron a estas reglas. SwissADME fue la herramienta que se
utilizé para realizar el estudio [44]. Regla de Lipinski, Ghose, Veber, Eggan, Muegge vy
Leadlikeness fueron tomadas en cuenta para este estudio [45-50]. EI metilpariocromeno A es el
anico de los compuestos puros que acredita todas las reglas. El 3-oxo-y-costic acid y la Encalin
no aprobaron una de las reglas de Leadlikeness que fue el peso molecular (WM). Esta
caracteristica nos permite evaluar si los compuestos pueden atravesar barreras fisioldgicas de
acuerdo con su tamafio por lo que estos compuestos pudieran tener la dificultada para atravesar
las barreras fisiologicas. Derivado de Timol 1 no cumplié con la caracteristica de interaciones
rotables (Int. Rotables). Esta caracteristica la tienen la mayoria de los farmacos ya establecidos.
La cual debe de ser menor o igual a 7. Desmetilencecalina viol6 el parametro de XLOGP de la
regla de Leadlikeness. Este dato corresponde al método atomistico para coeficiente de particion
octanol/agua. El cual indica la lipofilicidad del compuesto y ayuda a predecir su solubilidad en
agua. El valor debe de ser menor o igual a cinco. Acido cativico no aprob6 tres de las reglas
(Lipinski, Ghose y Muegge). En las tres reglas falld6 al mismo pardmetro que es coeficiente de
particion octanol/agua. El resto de los compuestos fall6 en 5 de las reglas evaluadas y en diversos
pardmetros en cada una de ellas. Es por ello que elegimos al metilparicromen A para continuar
con la investigacion ya que aprob6 todas las reglas y es uno de los mas potentes del grupo por

su valor de ICso.
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La Km Y Vmax del extracto crudo de enzima se calcularon para conocer el tipo de inhibicion del
metilparicromeno A en AR. Diferentes concentraciones del sustrato, con y sin inhibidor se
evaluaron. De esto se obtuvo una Vmax de 2.02 pg/mi/min y un Km de 5.9 pg/ml. Inhibicion mixta
es el tipo de inhibicion que tiene el Metilpariocromeno A. Esto nos indica que el inhibidor no solo
se une al sitio activo si no que hay interaccion en otro sitio y que esta interaccion también inhibe

a la enzima.

La constante de inhibicion (Ki) es la constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor. Este
dato nos indica que tan fuerte se une el inhibidor a la enzima. A mayor K; sera méas débil la unién,
y viceversa a menor K; ser4 mas fuerte la interaccién enzima-inhibidor. El valor que se obtuvo
para la Ki del metilpariocromeno A fue de 5.03 uM (tabla 4). Si comparamos los resultados con
los obtenidos para la Alrestatina por Brownlee et al. (2007) [51], quienes obtuvieron una K; de 2
MM y tomando en cuenta que la Alrestatina es un inhibidor sintético el cual fue disefado
especificamente para interaccionar con el sitio activo de la AR, concluimos que el

metilpariocromeno A es un compuesto prometedor como inhibidor de la AR

Un Docking molecular se realizé para predecir la forma en la que interactdan el metilpariocromeno
Ay la AR. El Docking se realiz6 en el programa Autodock Vina de Schrodinger [52]. El Fidarestat
se utilizé como control positivo [53]. El resultado que se obtuvo para el Fidarestat fue una energia
de afinidad de -8.7 kcal/mol. La interaccion se dio en el sitio activo formando puentes de hidrogeno
con TYR48, HIS110, TRP111 y LEU300. Con esto demostramos que nuestra metodologia para
Docking molecular se acerca a los datos obtenidos por difraccion de rayos X indicados en a la
base de datos. La menor energia de afinidad del Docking con el metilpariocromeno A fue de -7.3
kcal/mol. Dos puentes de hidrégeno se formaron con TYR48 y CYS298. Los primeros siete sitios

de afinidad de unién fueron en el sitio activo. Los cuatro posteriores sitios de afinidad de union

33



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

fueron en otro sitio distinto al sitio activo. La menor energia de afinidad en este sitio fue de -5.9
kcal/mol. Los puentes de hidrogeno que se formaron a esta energia de afinidad fueron con la
SER2 y ARG40. Esto se debe al tipo de inhibicibn mixta que obtuvimos de forma experimental.
De tal forma que este seria el segundo sitio de unién donde interacciona el metilpariocromeno A

para inhibir a la AR.

Ambos sitios de interaccion se les realizé Dinamica molecular. El calculo se realiz6 con Desmond
durante 10 nanosegundos. Los resultados para el sitio de union de mayor incidencia fueron una
fluctuacién de RMSD menor a 2 (0.3 a 1.4 A) lo cual nos indica que la simulacion es estable. El
RMSD de la proteina incrementa sobre los 5 y 8 ns indicando un cambio en la conformacién de la
enzima durante este lapso de la simulacion. Los contactos que se formaron son dos puentes de
hidrogeno (LYS77 y SER159) y cuatro interacciones hidrofébicas (TRP20, TRP111, TYR209 e
ILE260). De estas interacciones las mas persistentes son TYR209 manteniéndose el 99% del
tiempo de simulacion, ademas con LYS77, SER159, TRP20, TRP111 manteniéndose entre un 32
y 40%. Los residuos TRP111 y CYS298 forman parte del sitio activo especifico lo cual nos ayuda
a respaldar los resultados experimentales de inhibicion mixta en la cual parte de la inhibicion seria
competitiva. En la cual el metilpariocromeno A compite con el sustrato para unirse al sitio activo

de la AR.

Para la interaccion de menor incidencia se observa una fluctuacion de RMSD de 0.40 a 1.35 aprox.
para el complejo indicando estabilidad en la simulacion. EI RMSD del ligando incrementa
notablemente cerca del primer nanosegundo indicando un cambio en la conformacion del
Metilpariocromeno A. Los contactos obtenidos son dos puentes de hidrégeno y tres interacciones
hidrofobicas. La interaccion con LEU15 se mantiene un 67% del tiempo de la dinamica, la

interaccion con PHE276 se mantiene el 60% y con PRO13, PHE273 y ARG40 se mantiene el 28,
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26 y 8 %, respectivamente. Comparando los resultados de ambos sitios de unié destacamos que
el sitio de mayor incidencia presenta interaccion el 99% del tiempo de la dinamica, ademas

presenta mayor cantidad de interacciones lo que lo hace mas estable.

4. Materiales and Metodos

4.1. Materia vegetal

E. cardyophylum se colectd cerca del kilbmetro 51 de la carretera Morelia-Carapan no. 15. E.
adenophorum, E. dolichobasis, E. glabratum y E. mairetianum, se colectaron en la carretera
Patzcuaro-Tacadmbaro. E. adenophorum en las coordenadas N 19°17.517°, W 101° 27.876", 2143
msnm, E. dolichobasis en las coordenadas N 19° 29.027’, W 101° 35.694°, 2357 msnm, E.
glabratum en las coordenadas N 19° 40.898", W 100° 54.024", 2534 msnm y E. mairetianum en
las coordenadas N 19° 24.497°, W 101° 35.009°, 2394 msnm. E. lasioneuron se colecto en la
carretera Morelia Zacapu, en las coordenadas N 190° 42. 229", W 101° 36.001", 2238 msnm. E.
areolare y E. arsenei se colectaron en la carretera México-Morelia, via mil cumbres, en las
coordenadas N 19° 40.171", W 100° 54.445", 2480 msnm y N 19° 39.414", W 100° 59.719", 2124
msnm, respectivamente. E. petiolare se colecté en la Ciudad de Patzcuaro, Michoacan, en las
coordenadas N 19° 30.511°, W 101° 35.578", 2243 msnm.E. pichinchense y E. pycnocephalum se
colectaron en la Comunidad de San Juan de Vifia. E. pichinchense en las coordenadas 19°
20.817°, W 101° 28.915", 2335 msnm y E. pycnocephalum en las coordenadas N 19° 20.149°, W

101° 28.663’°, 2268 msnm.

4.2. Obtencidn de extractos
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La obtencion de los extractos se realiz6 por maceracion sucesiva con disolventes de polaridad
ascendente [39]. En sombra se secaron las plantas por tres semanas a temperatura ambiente.
Cada parte de la planta se separ0, se triturd, se pesé y almacend hasta su uso. Para la obtencién
del extracto, la muestra vegetal se macer6 con diferentes disolventes. Para la primera etapa de
extraccion se macerd con 200 ml de hexano para 11 g de la muestra vegetal por 3 dias y se filtro.
En un evaporador rotatorio a 55 °C se concentrd el extracto. Para la segunda extraccion se macero
con 200 ml de cloruro de metilo por 3 dias, se filtré y se concentré. La tercera extraccién se macerd
con 200 ml de metanol y se repiti6 el mismo procedimiento que para la primera y segunda
extraccion. Cada extracto se disolvi6 en DMSO a una concentracion de 1 mg/ml. Este se evalu6

como posible ARI.

4.3. Purificacién de compuestos

La purificacién de compuestos se realizdé con cromatografia en columna siguiendo la metodologia
utilizada por Garcia-Sanchez et al. (2011). Gel de silice (200-400 mesh) de la marca MERCK se
utilizé como fase estacionaria. Mezclas de hexano y acetato de etilo se utilizaron como fase mévil
a proporciones de 2:8, 4:6, 6:4 y 8:2 con un volumen final de 135 ml. Estas se pasaron por la
columna iniciando con 135 ml de hexano y siguiendo con el orden de las mezclas en de polaridad
ascendente. Fracciones de 15 ml aproximadamente se recolectaron. Estas se evaluaron como
posibles ARIs. Las fracciones que tuvieron actividad inhibitoria fueron nuevamente
cromatografiadas en columna con mezcla de los mismos disolventes. Los compuestos puros
fueron caracterizados con Cromatografia en capa fina (CCF) y Resonancia Magnética Nuclear

(RMN) (Varian Mercury plus 400 [38, 39]

4.4. Obtencion y actividad de la enzima AR
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Extracto crudo de cristalino de conejo se utiliz6 como fuente enzimatica. Los ojos de conejo
donados por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Unidad Posta Zootécnica se
disecaron (NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999) y se les extrajo el cristalino con la
ayuda de tijera quirargica y bisturi. Estos se colocaron en microtubos con solucion 1:1 de
amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M (pH 6.8) y 2-mercaptoetanol 1mM y se almacenaron a

-20 °C hasta su uso.

La actividad enzimatica se midi6 siguiendo al método establecido por Hayman y Kinoshita (1965)
con modificaciones [54]. Los cristalinos de conejo se homogenizaron con un homogenizador
manual en buffer de fosfatos de potasio 0.1 mM (pH 6.8) y mezcla de inhibidores de proteasas de
la marca Sigma (P9599). EI homogenado se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se separo y se utilizé como fuente enziméatica. El extracto crudo se utilizé para medir

la concentracion de proteina a través del método de Lowry.

La mezcla de reaccién contuvo 0.1 M de buffer de fosfatos de potasio (pH 6.8), 5 uM de
mercaptoetanol, extracto crudo de enzima a concentracion de 8 mg de proteina/ml, 40 uM de
NADPH y 10 uM de gliceraldehido a un volumen final de 3 ml. La mezcla de reaccion del blanco
no contuvo gliceraldehido. El consumo de NADPH se midi6 por el decremento en la absorbencia
a 340 nm por 2 min en un espectrofotdmetro UV visible (Cary 50 Bio, Varian). El blanco no contuvo
gliceraldehido. El valor obtenido del blanco se resto al valor obtenido de la muestra. La mezcla
de reccion se calentd a 80 °C por 5 min y finalizados los 2 minutos de reaccion para detener la

actividad enzimatica.

4.5. Medicion del glicerol, producto de la reaccién enziméatica.
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La concentracion de producto de la reaccion enzimatica se midio para obtener los datos de ICso
y cinética enzimatica. El glicerol se midi6 por espectrofotometria UV visible con el kit comercial de
Free Glycerol Reagent (Sigma F6428). y siguiendo la metodologia establecida por la casa

comercial con ciertas modificaciones [55].

En cada pocillo de una microplaca de 90 se agregaron 195 pl de Free Glycerol Reagen. Al primer
pocillo se adicionaron 5 pl de agua (blanco interno). Al segundo pocillo se adicionaron 5 pul de
solucion estandar de glicerol (estandar). Al tercer pocillo se adicionaron 5 pl la muestra que
corresponde a la mezcla de reaccion después de dos minutos de actividad enzimatica y calentada
a 80 °C por 5 min. Estos se mantuvieron en movimiento a 200 rpm por 20 min. El valor de
absorbencia se midié a 540 nm en espectrofotometro UV visible. La cantidad de glicerol se midi6
con la siguiente ecuacion:

(Am — Ab) mg _
m x 0.26 H de ghcerol

Donde Am es la absorbancia de la muestra, Ab es la absorbancia del blanco y As es la

absorbancia del estandar.

4.6. Actividad inhibitoria

La actividad inhibitoria se obtuvo adicionando extractos, fracciones de los extractos o compuestos
puros a la mezcla de reaccion a una concentracién de 0.1 pg/ml. Una mezcla sin sustrato se utilizd
como blanco. El porcentaje de inhibicién se calculé tomando como 0% de inhibicién a la actividad

enzimatica sin el inhibidor.

4.7. Concentracion Inhibitoria 50
38



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

La Concentracién Inhibitoria 50 (ICso) se calcul6 con el grafico de la inhibicion de la AR. Para ello
se grafico el logaritmo de la concentracion del inhibidor contra el porcentaje de inhibicion. El valor

se obtuvo con la ecuacion obtenida de la regresion lineal del grafico.

4.8. Cinética enzimética

Los parametros de cinética enzimatica se obtuvieron midiendo la actividad enzimatica a diferentes
concentraciones de sustrato y metilpariocromeno A. La actividad enzimatica se midié en las
siguientes condiciones. La mezcla de reacciéon contenia 0.1 M de buffer de fosfatos de potasio
(pH 6.8), 5 uM de mercaptoetanol, extracto crudo de enzima a concentracion de 8 mg de
proteina/ml, 40 uM de NADPH, gliceraldehido a diferentes concentraciones que van de 0.1 a 0.01
M y metilpariocromeno A & 3.5, 7.5 o 35 pg/ml. El consumo de NADPH y la concentracion de
glicerol se midieron en espectrofotometros UV visible a 340 y 540 nm, respectivamente. Km Y Vimax
se determinaron con las diferentes concentraciones de gliceraldehido en ausencia y presencia de

Metilpariocromeno A en un gréfico de Lineweaver-Burck de doble reciproco.

La constante de inhibicion (Kj) se obtuvo de la linea de interseccion del grafico de Lineweaver-

Burck contra la concentracién del inhibidor.

4.9. Diagrama de Venn

El diagrama de Venn se realizé con los paquetes “gplots” y “VennDiagram” del software R

(https://www.r-project.org/) [56].

4.10. Parametros farmacocinéticos (Drug-likeness)
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La prediccion de drug-likeness se realiz6 en la plataforma de libre acceso SwissADME

(http://www.swissadme.ch/) que incluye las reglas de: Lipinski, Veber, Egan, Muegge, Brenk and

Leadlikeness [44].
4.11. Docking molecular

Docking molecular flexible se realizo en el programa Autodock Vina [52]. La estructura 3D de la
enzima se obtuvo del PDB (www.rcsb.org) con el codigo 1PWM. A esta estructura se le eliminé el
ligando y las moléculas de agua, se le aplicaron cargas y se minimizé su energia. El
metilpariocromeno A se dibujo en el programa Maestro Elements [57]. Esta estructura se optimizo
con el nivel de teoria 3LYP16-3111+6(d,p) usando el software Gaussian [58]. Los resultados se

visualizaron en el programa Discovery Studio [59].
4.12. Dinamica molecular

La dinamica molecular se realizd en el programa Desmond [60] con las dos configuraciones de

menor energia que se obtuvieron del Docking molecular.

El célculo se realiz6 con un campo de fuerza OPLS2005. Este se solvat6 en un cuadro
orthorhombic de moléculas de agua de Single Point Charge (SPC) con una distancia de 10 Ay la
concentracion de sales fue de 0.15 M. Para modelar el sistema se utilizé un ensamble NPT a un
tiempo de simulacion de 10 ns y trayectoria de 10 ps a temperatura de 300 Ky presion de 1.01325
psi. Se utilizé el termostato Nosel-Hoover con un tiempo de relajacion de 1 ps asi como el
baréstato isotropico Martyna-Tobias-Klein con un tiempo de relajacion de 2 ps. Cutoff como short

range method se utilizé con un radio de 10 A.

4.13. Datos estadisticos
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Todos los experimentos bioldgicos se hicieron tres veces de forma independiente, por triplicado
cada uno de ellos. El programa Statistic 7.0 se utilizd para calcular el promedio de los datos y la

desviacion estandar.

5. Conclusiones

En un estudio bioguiado de inhibicion a la AR con compuestos purificados de plantas del género
Eupatorium, el Metilpariocromeno A fue el Unico que aprobé las reglas holisticas para el drug-
likeness, ademas fue uno de los inhibidores méas potentes con ICso de 8.7 UM, con una inhibicion
tipo mixta la cual fue respaldada con los datos obtenidos de Docking y Dindmica molecular. Esto
posiciona al metilpariocromano A como un compuesto prometedor inhibidor de la Aldosa

reductasa que prevenga la formacion de catarata ocular en la Diabetes mellitus.
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CAPITULO 2.- Formacion, caracterizacion y
actividad inhibitoria a la AKR1 del complejo de
inclusion B-Ciclodextrina/Metilripariocromeno A
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Formacion, caracterizacion y actividad inhibitoria de la AKR1 del complejo de

inclusié B-Ciclodextrina/Metilripariocromeno A

Resumen

La formacién de catarata es causada por diversos factores. La Diabetes mellitus es uno de ellos
en donde una alimentaciéon no controlada genera un estado de hiperglicemia. El exceso de
glucosa es transformado a sorbitol. Esto genera una acumulacion en la concentracion intracelular
de sorbitol que culmina en opacidad del cristalino y genera la catarata. La AR es la responasble
de transformar a la glucosa a sorbitol. El uso de inhibidores de la Aldosa reductasa (IAR) es una
propuesta para inhibir la formacién de catarata. Un ejemplo de IAR es el Metilripariocromeno A.
Este es un compuesto de origen natural purificado de Ageratina arsenei que inhibe a la AR. Los
IAR al ser administrados por via oftdlmica se enfrentan a una serie de desventajas. El uso de
acarreadores como las ciclodextrinas (CDs) es una alternativa para reducir estas desventajas. En
este trabajo se prepar6é un complejo de inclusién entre una CD y el MRChA. A través de ensayos
in silico se determino que la CD es la que presenta mayor afinidad a el Metilripariocromeno A.
La formacién de complejo se llevo a cabo por el método se secado por congelacion. El complejo
se caracterizd por metodologias cromatograficas. A través de ensayos in vitro y ex Vivo
observamos que el MRChA conserva su actividad como IAR aun estando en complejo con la CD

con lo cual podemos predecir que la liberacion del metilriparioocromeno A si se lleva a cabo.

Keywords: Aldosa reductasa, complejo de inclusion, metilripariocromeno A.
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1 Introduccion

La formacion de catarata ocular es una de las principales causas de ceguera en pacientes con
Diabetes mellitus (1). En un estado de hiperglicemia, la AKR1 enzima de la via de los polioles
incrementa su actividad al metabolizar el exceso de glucosa presente en el medio. La glucosa es
transformada a sorbitol, un osmolito organico de la célula. La acumulacion intracelular de sorbitol
junto con el decremento de NADPH generan alteraciones osmaticas y oxidativas que dafian a las
fibras cristalineanas del ojo y promueven la opacidad del cristalino (2). Inhibidores de la AKR1
(IAR) son estudiados para prevenir esta serie de alteraciones y evitar la formacion de catarata (3).
El Metilripariocromeno A (MRChA) es un compuesto obtenido de Ageratina arsenei con actividad
IAR. En un trabajo previo, este compuesto presentd una inhibicién del 89% a una concentraciéon

de 0.13 mM en un ensayo in vitro (4).

Un medicamento ocular se enfrenta a diversas dificultades para llegar al segmento anterior del
0jo, lugar donde se lleva a cabo lo formacion de catarata ocular (5). Biodisponibilidad de la droga,
toxicidad no especifica e inmunogenicidad son solo algunos de estos problemas que se tienen
que superar (6). Un compuesto acarreador es necesario para mejorar caracteristicas en el
farmaco que logren llevarlo a su sitio de accién (7). En las Gltimas décadas las nanoparticulas han
sido utilizadas para remediar estos inconvenientes. Con ellas se ha logrado mejorar la
permeabilidad de la droga, prolongacion del contacto en el ojo, liberacidon a sitios especificos,

proteccion de la degradacion y metabolismo, estabilidad, toxicidad y efectos adversos (8).

Las ciclodextrinas (CDs) son nanoparticulas que presentan estructura truncada en forma de cono
con una cavidad hidrofébica y una superficie hidrofilica, pueden estar compuestas por seis (CD-
a), siete (CD-B) y ocho (CD-y) a-1,4-D-glucopiranésidos. Su carga dual les da la habilidad de

formar complejos de inclusion con diferentes compuestos quimicos a través de la formacion de
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enlaces no covalentes (9). Esta habilidad ha generado que las CDs sean ampliamente utilizadas
en la industria farmacéutica para incrementar su solubilidad acuosa, su biodisponibilidad y su

estabilidad (10).

En presentaciones oftalmicas las CDs han sido utilizadas para reducir la irritacion local causada
por el farmaco, para mejorar la permeabilidad del farmaco a través de la cornea y como

acarreadoras de farmacos (11).

En el presente estudio se llevo a cabo la formacién del complejo de inclusién entre una CD vy el
MRChA, después se llevd a cabo su caracterizacion, asi como la evaluacion de la actividad IAR

de forma in vitro y ex vivo.

2 Metodologia

2.1 Proceso de purificacion del MRChA

El MRChA fue purificado del extracto hexanico de Eupatorium arsenei. El proceso se llevé a cabo
con una cromatografia en columna en la cual se usé como fase estacionaria silica gel (200- 400
mesh) (Merck). La fase movil fue mezclas de hexano-acetato de etilo con proporciones de (v: v)
2:8,4:6, 6:4y 8:2. EI MRChA fue caracterizado con RMN en un espectrofotometro Varian Mercury

plus 400.

2.2 Ensayo de Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se realizd con el software Autodock Vina (12). Las estructuras de las
ciclodextrinas a, B, y y del MRChA fueron obtenidas de la base de datos Chemspider. Cada una

de estas fue optimizada con Teoria del funcional de densidad en el nivel de teoria B3LYP/6-31116t
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(d. p) empleando software Gaussiano 16 (13). Los resultados fueron analizados en el programa

Discovery Studio (14).

2.3 Preparacion del complejo B-Ciclodextrina/Metilripariocromeno A 'y de la mezcla fisica

Una mezcla fisica de MRChA y CD-B fue preparada a proporcién 1:1. EI MRChA y la CD-B se
pesaron, se mezclaron con ayuda de un mortero y se almacenaron a -20 °C. El complejo de
inclusion MRChA-CDB se preparé por el método de freeze-drying a una proporcion 1:1.
Cantidades equimolares de MRChA y CD-f3 se pesaron a una concentracion de 1 mM. EI MRChA
se disolvié en acetona. La CD-B se disolvio en agua. Ambas disoluciones se mezclaron y se
mantuvieron en movimiento a 400 rpm durante 24 h. La acetona presente en la mezcla se evapord
con ayuda de un rotavapor. La mezcla obtenida se filtr6 y se congel6 a -80 °C. Posterior a esto el
agua presente en la mezcla se liofilizé a -50 °C por +30 h. La muestra liofilizada es el complejo

MRChA-CDg el cual fue almacenado a -20 °C (15).

2.4 Caracterizacion del complejo MRChA-CDf

2.4.1 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV vis)

Los espectros de UV vis del MRChA, la CD-3, el complejo MRChA-CD y la mezcla fisica fueron
obtenidos usando un espectrofotometro visible ultravioleta Cary Win 50 Bio (Varian) a un intervalo

de lectura de 190-800 nm. Las muestras fueron disueltas en agua a temperatura ambiente.

2.4.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El ensayo de RMN de cada una de las muestras (MRChA, la CD-f3, el complejo MRChA-CDB vy la
mezcla fisica) se realizdé en el equipo Varian Mercury plus 400 a temperatura ambiente. Las

muestras se disolvieron en DMSO. El tetrametilsilano se usé como referencia interna.
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2.4.3 Espectroscopia infrarroja (IR)

El espectro IR fue obtenido de un espectrofotometro Thermo Scietific modelo Nicolet Is10

empleando la técnica ATR. Las muestras fueron escaneadas en un intervalo de 4000-400 cm™.

2.4.4 Difraccion de Rayos X

Los patrones de difraccién de Rayos X fueron obtenidos con un difractémetro Bruker D8 Advance
con disefio DAVINCI equipado con deflector lineal de silicio el cual opera con radiacion CuKa cuya
longitud de onda es de 1.54060 A. La potencia de excitacion fue de 40 kV, con un incremento de

0.02 ° y una velocidad de angulo de 2.0° s por paso. El rango de barrido fue de 26 de 4°-60°.

2.4.5 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia de superficie de cada una de las muestras se observd a través de MEB en un
microscopio JEOL JSM 7600F. Las muestras se fijaron en un trozo de aluminio adherido mediante
cinta adhesiva de carbono de doble cara y revestida con oro. Las imagenes se obtuvieron con 5.0

kV de voltaje de aceleracion y 800 X de aumento.

2.5 Actividad de la AKR1 recombinante de humano en presencia del complejo MRChA-CD

La actividad enziméatica se midié siguiendo al método clasico de oxidacién del NADPH* (15). Una
mezcla de reaccién se prepar6 en el siguiente orden, 650 pl de 1 mM de amortiguador de fosfato
de potasio a pH 7, 100 ul de 100 mM de gliceraldehido, 100 pl de 2 mM de NADPH+, 50 pl de 50
mM de sulfato de litio, 2.5 pl de enzima hrAR (SIGMA) disuelta en amortiguador Tris pH 8 (1:15
enzima-amortiguador) y complejo MRChA-CD. La mezcla de reaccion se incubé en bafio de

agua a 37 °C por 3 minutos. 100 ul de 100 mM de gliceraldehido se adicionaron y se midi6 la
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caida de absorbencia de forma inmediata a 340 nm por 3 minutos. El blanco de la reaccion se

realizé sin adicionar los 100 ul de 100 mM de gliceraldehido.

2.6 Cultivo de cristalinos de conejo inducidos a catarata en presencia del complejo MRChA-CDf

Cristalinos obtenidos de ojos de conejo (raza Nueva Zelanda, 3 meses de edad) previamente
esterilizados con hipoclorito de sodio se sembraron en medio 199 (Sigma Aldrich M3769)
suplementado con suero fetal bovino al 0,5%, penicilina-estreptomicina al 1%, neomicina 0,5
mg/ml, anfotericina. B 2,5 pg/mly bicarbonato de sodio como amortiguador de pH. Los cristalinos
fueron sometidos a los siguientes tratamientos: glucosa 55 mM (induce catarata), epalrestat 4 uM
(control positivo para la inhibicién) y complejo de inclusion MRChA o MRChA-CDg (0,87 mM).
Estos se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada con una atmaosfera de 5% C0O2/95%
aire durante 6 dias. El medio se renovo cada 48 h. Las fotografias de las lentes se tomaron cada
24 h en equipos con el sistema de imagenes Gel 200, transiluminacion UV. El contraste de la foto
se invirtio. El tamafio de los cristalinos se homogeneizd en el programa Photoshop. Los pixeles
fueron cuantificados con el programa ImagenJ.2.7 Cuantificacion de sorbitol en cristalinos de

conejo inducidos a catarata en presencia y ausencia del complejo MRChA-CDf

La cuantificacion de sorbitol se realiz6 utilizando un espectrofotometro de microplacas (EPOCH)
y un kit enzimatico, D-Sorbitol/Xilitol (Megazyme; Bray, Wicklow, Irlanda). La absorbancia se midié
a una longitud de onda de 492 nm. Las concentraciones de sorbitol en mg/ml se obtuvieron

siguiendo las instrucciones del fabricante asi como su ecuacién matematica.

3 Resultados y Discusion

3.1 Ensayo de Acoplamiento molecular
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En la via de administracion oftalmica las CDs son utilizadas para mejorar la irritacion local causada
por farmacos, incrementar la permeabilidad a través de la cérnea y como acarreadoras (16). Esto
se logra con la formacion de complejos de inclusién entre una CD y el farmaco. Para conocer que
CD tiene mayor afinidad al MRChA se realizé un Docking molecular entre las CDs a, 3, y y el
MRChA en el programa Autodock Vina. Energias de afinidad de -4.4, -5.1 y -5.5 fueron obtenidas
para las ciclodextrinas a, B y y respectivamente. Las tres CDs presentaron formacién de tres
interacciones. La CD-y presentd una interaccion desfavorable por ello se descartd y se procedio

a hacer el complejo con la CD- que es la que mayor energia de afinidad presenta.

3.2 Preparacion del complejo MRChA-CD y de la mezcla fisica

La preparacion del complejo MRChA-CDS se realiz6 a través del método de freeze-drying. Este
método fue elegido debido a que se considera el mas eficiente para proteger al ligando de una
descomposicion quimica debido a las bajas temperaturas con las que se procesa y la reduccion
del contenido de humedad a niveles muy bajos (17). La composicion del complejo fueron
cantidades equimolares de 1 mM de CD-B y 1 mM de MRChA. Un rendimiento del 85% fue
obtenido. Como control negativo a formacién del complejo se preparé una mezcla fisica con las

mismas cantidades, pero sin el procesamiento correspondiente al método.

3.4 Caracterizacion del complejo MRChA-CDB

La caracterizacion del complejo MRChA-CDB se realiz6 con diferentes técnicas
espectrofotométricas. Las cuales ayudaron en conjunto a demostrar si la formacion del complejo
MRChA-CDf fue obtenida. Esto a través de la comparacion de las sefiales del complejo y la

mezcla fisica que cumple el papel de control negativo.

3.4.1 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV vis)
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Los espectros UV visibles obtenidos del MRChA, la CD-B, el complejo MRChA-CDf y la mezcla
fisica presentan sefiales diferentes para todas las muestras fueron obtenidas. Diferencias entre el
complejo y la mezcla fisica en las zonas de 210 nm y entre 280-290 nm son la evidencia de que

se logro la formacion del complejo .

3.4.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es considerada una de las mejores herramientas para la caracterizacion de la formacion
de complejos de inclusién con CDs (18). Los resultados de RMN para el MRChA, la CD-B, el
complejo MRChA-CD y la mezcla fisica presentan diferencias. El espectro del complejo presenta
sefales en las zonas de 2.3, 1.25y 1.1 ppm gue no se observan en la mezcla fisica, evidenciando
cambios quimicos en las estructuras de los constituyentes debidas a la formacion del complejo.

La mezcla fisica presenta ambas senales del MRChA y la CDg.

3.4.3 Espectroscopia infrarroja (IR)

Los resultados obtenidos en la espectroscopia IR para el MRChA, la CD-B, el complejo MRChA-
CDB y la mezcla fisica demuestran cambios vibracionales producidos por la formacion del
complejo. El espectro de la CD-B presenta sefial ancha en 3700-3000 cm-1 que puede ser
asignado a los puentes de hidrogeno de la estructura de la CD. Esta sefial fue reducida en
intensidad en el espectro del complejo, indicando la reduccion en el nimero de grupos hidroxilo.
Esto no se observa en el espectro de la mezcla fisica. La sefial en 2900 cm-1 correspondiente a
la CD-B desaparece en el espectro del complejo y se mantiene en el espectro de la mezcla fisica.
Las sefales correspondientes a el MRChA decrementan en intensidad. Algunas desaparecen en
el espectro del complejo MRChA-CDf. Algunas de estas se mantienen en el espectro de la mezcla

fisica. Todo esto indica que la formacién del complejo fue exitosa.
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3.4.4 Difraccion de Rayos X

El MRChA, la CD-B, el complejo MRChA-CD y la mezcla fisica fueron analizados por difraccion
de rayos X. En el espectro del MRChA, la CD-f3 se observan sefiales agudas y definidas debido
a su forma cristalina. En la mezcla fisica se observa el empalme de las sefiales del MRChA y la
CD-B. Con lo cual podemos definir que se conserva la forma cristalina de ambas muestras. En los
resultados obtenidos para el complejo MRChA-CDQ las sefiales se pierden, observando pocas
sefales anchas y cortas. Esto indica la perdida de la morfologia cristalina del MRChA y la CD-f

debido a la formacion del complejo.

3.4.5 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para visualizar cambio en la morfologia de superficie del el complejo MRChA-CDB se empled

MEB. A través de la cual se observo cambio en la morfologia de las diferentes muestras.

La morfologia de superficie del MRChA se observa una capa extendida sobre todo el campo
debido a que el compuesto es oleoso. Esto hace mantenerse compacto y formar una capa. En la
imagen de la CD-B se observan placas anchas grandes irregulares correspondientes a los
cristales de las CDs. En la imagen de la mezcla fisica se observa que el MRChA se aglomero y
se adheri6 a la superficie de las placas de la CD-. Las CD-B no presenta cambios debido a que
no hubo interaccién entre ellos. La imagen obtenida para el complejo MRChA-CD si presenté
cambios. Con una morfologia de placas laminares delgadas y mas pequefias. Este cambio en la

estructura es debido a la formacion del complejo.

3.5 Actividad de la AKR1 recombinante de humano en presencia del complejo MRChA-CDf
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Entre un compuesto huésped y su ligando existen diferentes tipos de interaccion: interacciones
débiles en las que es posible la disociacion entre ellos e interacciones fuertes donde se requiere
energia para la disociacion o simplemente ésta no se logra (19). Para evaluar si es posible lograr
la disociacion del complejo se evalud la inhibicién a la AKR1 con el complejo MRChA-CDf en un
medio acuoso. El complejo se disolvié en agua y se realizd el ensayo de inhibicion a la enzima
hrAR. El resultado obtenido fue una inhibicién del 91%. Este valor es similar al 87% de inhibicion
obtenido para el MRChA puro. Lo cual nos indica que estas condiciones el MRChA es liberado
por la CD-B y logra llevar a cabo su accion como inhibidor. Con ello podemos predecir que una
vez que el complejo MRChA-CDf llegue al ambiente acuoso del humor vitreo podra ser liberado

de la CD-B para actuar como ARI.

3.6 Estabilidad del complejo B-Ciclodextrina/Metilripariocromeno A

El complejo MRChA-CDf en forma sélida se almacend en frasco de vidrio sellado y protegido por
la luz durante 18 meses a -80 °C. Posteriormente se sometid a espectroscopia IR para evaluar
estabilidad del complejo este tiempo. El espectro obtenido se compard con el espectro que se
obtuvo del complejo recién preparado. La comparacion entre ambos espectros no presentd
diferencia lo cual nos indica que el complejo se mantiene estable bajo estas condiciones durante

18 meses.

3.7 Cultivo de cristalinos de conejo inducidos a catarata en presencia y ausencia del complejo

MRChA-CDB
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Un ensayo ex vivo es un enfoque alternativo para estudiar el comportamiento de un érgano frente
a un tratamiento especifico fuera del organismo. Algunas de las ventajas de este modelo son un
control estricto del entorno fisico y quimico, un uso reducido de animales y un bajo costo. El
entorno de estos ensayos es lo mas cercano al entorno real donde se conserva la citoarquitectura
intercelular y los procesos metabolicos representan mas la situacion in vivo. Para evaluar la
inhibicion de la formacion de catarata por el complejo se realizé un ensayo ex vivo donde se
cultivaron cristalinos de conejo por 6 dias. La formacion de catarata fue inducida con 55mM de
glucosa. Diferentes tratamientos fueron administrados a los cristalinos para inhibir la formacion de
catarata. Los resultados se observa una area blanca corresponde a la formacion de catarata y el
area negra a transparencia del cristalino. En el control negativo que no tiene ningun tratamiento,
se observa que la transparencia del cristalino permanece hasta los 6 dias. Con la administracién
de 55 mM de glucosa se observé que al 6to dia se lleva a cabo la completa opacidad del cristalino.
El epalrestat un ARI sintético considerado entre los mas potentes fue usado como control positivo
a inhibicion. En el tratamiento de MRChA y el complejo MRChA-CD observamos que la inhibicién
del MRChA se mantiene aunque esté en complejo con la CD por lo que podemos definir que la
formacion del complejo no interviene en la accién ARI del MRChA. En el dltimo tratamiento se
administré al complejo MRChA-CD@ sin inducir a catarata y podemos observar que el cristalino
no presenta alteracion por lo que podemos definir que en este ensayo hasta el dia 6 el complejo

no genera toxicidad que dafie la integridad del cristalino.

Los resultados cuantitativos del ensayo de cultivo de cristalinos obtenidos con el conteo de pixeles
de cada una de las imagenes y la cuantificacion de la cantidad de sorbitol presentes en los

cristalinos para los diferentes tratamientos podemos definir que la presencia de opacidad del
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cristalino es proporcional a la cantidad de sorbitol y esto nos ayuda a respaldar los resultados de

nuestro ensayo ex vivo.

4 Conclusién

La formacion de complejo MRChA-CDf se logré y se demostré que el MRChA mantiene su
actividad IAR de forma in vitro y ex vivo aun estando en complejo con CD-f3 por lo que esta seria
una alternativa viable para acarrear al MRChA y que logren llegar a su sitio de accion en un ensayo

in vivo.
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CAPITULO 3.- Diterpenos tipo labdano de
Ageratina jocotepecana como inhibidores de
la Aldosa reductasa

67



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

Diterpenos tipo labdano de Ageratina jocotepecana como inhibidores de la

aldosareductasa

Resumen

Ageratina es un género que se encuentrd en el centro de Ameérica cuyas especies estan
implicadas en funciones relacionadas con la mejoria de la salud humana. Especies como A. jahnii
y A. pichinchensis han mostrado propiedades contra la leishmaniosis. Otros metabolitos
secundarios obtenidos del género Ageratina también han demostrado propiedades como
antifingicos y antibacteriales. Sin embargo, amplia es la brecha que se debe cruzar para conocer
mas acerca de las propiedades biolégicas de A. jocotepecana pues es limitada la informacion que
se tiene de ella. La busqueda de compuestos que inhiban a la enzima AR para prevenir la
formacion de catarara sigue siendo una posibilidad para mejorar la calidad de vida de pacientes
con Diabetes mellitus. En este trabajo se evalué a A. jocotepecana como ARI. Los resultados
positivos de inhibicibn nos dirigieron a purificar el compuesto inhibidor de la enzima. Este
compuesto inhibio a la AR de forma in vitro y ex vivo. En el ensayo ex vivo se observo toxicidad
causada por este compuesto a concentraciones altas en cristalinos de conejo. Esta toxicidad se
logré atenuarse mediante la formacion de un complejo de inclusién entre la CD-f3 y el compuesto

inhibidor.
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1. Introduccion

El género Ageratina (familia Asteraceae, tribu Eupatorieae, subtribu Eupatoriinae), es un grupo de
especies vegetales taxonémicamente complejas con un importante centro de diversidad en el
continente americano. En Europa y Asia oriental se han reportado pocas especies (1). ciento
cuarenta y tres especies del género Ageratina se han reportado en el 4rea de 398 especies
descritas en The Plant List hasta septiembre de 2020. La mayor parte de la informacién disponible
se refiere a sus propiedades medicinales e insecticidas de: Ageratina brevipes. (DC) R. M. King
& H. Rob, Ageratina jahnii (B. L. Rob.) R. M. King & H. Rob (synonym Ageratina stevioides),
Ageratina pichinchensis (Kunth; synonym Ageratina ibaguensis, Ageratina aschenborniana and
Ageratina bustamenta), and Ageratina adenophora (Spreng.) (2, 3, 4). El extracto de hojas acuoso
de Ageratina jahnii y metanolico de A. pichinchensis, asi como su aceite esencial presento
actividad adulticida contra Lutzomyia migonei (Diptera: Psychodidae) (5). Actividad larvicida ha
sido reportada para el extracto acetonico de A. adenophora contra Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus (6). Metabolitos secundarios del género Ageratina posee una amplia variedad
de actividades biolégicas incluyendo actividad farmacologica, antifingica, antibacterial e
insecticida.(6, 7, 8). Los constituyentes quimicos reportados en el género Ageratina también son
descritos en la excelente revision de, en ella reportan 149 constituyentes quimicos, agrupados en
las familias quimicas; monoterpenos, sesquiterpenos ciclicos, diterpenos, triterpenos, flavonoides,
alcaloides del tipo pyrrilozidina y aceites esenciales (9). 10 benzoiloxi-8,9-deshidroxi-6-isobutirato
de timol purificado de A. glabrata presenté actividad antidiarréica (10). Dihydrobenzofuran y 3-
epilupeol purificados de A. pichichensis presentaron propiedad antinflamatoria (11). A.
jocotepecana es una planta que crece en el centro de México, (9). A. jocotepecana en este trabajo

presentd inhibicién a la enzima Aldosa reductasa. La enzima Aldosa reductasa es la protagonista
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en la incidencia de complicaciones secundarias de la Diabetes mellitus causadas por
hiperglucemia crénica (13). Se sabe que esta enzima transforma el exceso de glucosa a sorbitol.
La acumulacion intracelular de sorbitol genera una serie de alteraciones que causan estrés
osmotico y oxidativo los cuales producen un dafio celular (14). La formacion de catarata ocular es
resultado de este dafio celular. En el ojo las principalmente dafiadas por la acumulacion de sorbitol
son las fibras cristalineanas encontradas en el cristalino ocular. Estas sufren de lisis y se van
acumulando en el interior del cristalino generando la opacidad de este. Alteracion en la vista o la
pérdida de esta son el resultado de la formacion de catarata (15). Se ha documentado que la
inhibicién de la AR previene esta serie de alteraciones y por ende la pérdida de vista causada por
catarata ocular. La busqueda de inhibidores de la AR (ARI) ha persistido por muchos afios (16).
A pesar de ello son pocos los medicamentos comercializados que inhiban a la AR (17). Las
ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos con forma de cono truncado. Estas tienen
la propiedad de albergar en su parte interna compuestos lipofilicos formando complejos de
inclusion (18). Las CDs son ampliamente usadas en la industria farmacéutica como excipientes
para incrementar la solubilidad en agua del farmaco, mejorar la absorciébn del farmaco,
incrementar la estabilidad y reducir la irritacion local y toxicidad del farmaco (19). En este estudio
se evaluo la actividad inhibitoria a la AR de compuestos purificados de Ageratina jocotepecana y

se formd un complejo de inclusion entre el compuesto inhibidor y una CD.

2. Materiales y Metodos

2.1 Preparacion del extracto de A. jocotepecana

A. jocotepecana fue recolectada y secada bajo proteccion de la luz. La planta seca se separ6 en

sus diferentes partes. Estas fueron cortadas en partes pequefias y maceradas en hexano y
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posteriormente en diclorometano. La parte liquida del macerado fue concentrada en rotavapor

para obtener el extracto. Los extractos fueron almacenados a -70 °C hasta su uso.

2.2 Purificacion de compuestos tipo labdano de A. jocotepecanLos extractos diclorometanicos de
flor y hoja se utilizaron para obtener los compuestos tipo labadano. El método que se utilizé para
la purificacion de labdanos fue cromatografia en columna. La fase estacionaria de la columna fue
silice gel con tamafio de 200-400 mesh. La fase mévil fue mezclas de hexano y acetato de etilo.

Cada compuesto se identificé por RMN y se almacené a -70 °C (20).

2.3 Ensayo con AKR1B1

La actividad enzimética de la AKR1B1 se obtuvo midiendo el consumo de NADPH* y cuantificando
la concentracion final de glicerol. Para ello se usé la enzima comercial Human Recombinant
Aldose Reductase (Sigma Aldrich). El proceso de reaccion enziméatica se realiz6 de acuerdo con
las indicaciones del proveedor. La mezcla de reaccion contuvo 0.65 mM de amortiguador de
fosfato de potasio a pH 7, gliceraldehido 10 mM, NADPH* 0.2 mM, sulfato de litio 2.5 mMy 2.5 pl
de enzima AKR1B1. La mezcla de reaccion se incubé en bafio de agua a 37 °C por 3 min. 10 mM
de gliceraldehido se adiciond, se mezcl6 por inversién y se midié el decremento de la absorbencia
a 340 nm por 3 min. La reaccion enzimatica se detuvo con bafio Maria a 100 °C por 2 min. La
mezcla se centrifugd a 12000 rpm por 20 min. Al sobrenadante se midi6é la concentracion de

glicerol con un kit comercial (Sigma Aldrich F6428).

2.4 Ensayo con AKR1B4

La actividad enzimatica de AKR1B4 se obtuvo siguiendo el método de Hayman y Kinoshita con
algunas modificaciones (21). El extracto crudo de enzima se obtuvo de cristalinos de rata. Los

ojos fueron extraidos y lavados con solucion salina. Con un bisturi se realizé una incision en el ojo
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para extraer el cristalino. Los cristalinos se homogenizaron en bufer de fosfatos de potasio 0.1 M
a pH 7.2 con inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich P9599). La mezcla de reaccion contenia
bufer de fosfato de potasio 0.1 M a pH 6.8, mercaptoetanol 5 uM, 8 mg de proteina/ml de extracto
crudo de enzima, NADPH* 40 mM y gliceraldehido 0.01 mM. La reaccion enzimatica se monitorizo
por la caida de absorbencia en un espectrofotometro visible ultravioleta a 340 nm por 2 min. La

lectura se inici6 al agregar el NADPH*. Posteriormente se midio la concentracion final de glicerol.

2.5 Ensayo con enzima de eritrocito de humano

Una toma de la muestra sanguinea venosa de una persona sana de sexo masculino en ayuno de
8 h fue recolectada en tubo con EDTA como anticoagulante. La muestra fue lavada con solucion
salina por 3 veces. A esta se le adicionaron 2-mercaptoetanol 1 mM e inhibidores de proteasas
(SIGMA P9599). Posteriormente la muestra se congeld a -40 °C por 3 h, se descongelé por 1 hy
el ciclo de congelacion y descongelacion se repitié 3 veces y se centrifug6é a 12,000 rpm por 15
min. El sobrenadante fue utilizado como extracto crudo de enzima. La mezcla de reaccion
contenia fosfatos de potasio 0.1 M a pH 7, mercaptoetanol 5 uM, 8 mg de proteina/ml de extracto
crudo de enzima, NADPH* 40 mM y gliceraldehido 0.01 mM. La reaccién enziméatica se llevo a
cabo a 37 °C y fue monitorizada por la caida de absorbencia en un espectrofotometro UVvis a

340 nm por 2 min. Después se midi6 la concentracion final de glicerol (22).

2.6 Ensayo con AKR1C1

La actividad de la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de humano
expresada en E. coli (AKR1C1) (Sigma Aldrich SRP6087) se midié con una mezcla de reaccion

gue contenia bufer de fosfatos de potasio 0,1 M a pH 6.8, mercaptoetanol 5 uM, NADPH* 40 mM
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gliceraldehido 0.01 mM y 3 ul de enzima AKR1C1. La reaccion enzimatica se monitorizd por la

caida de absorbencia a 340 nm por 2 min. La concentracion final de glicerol también fue medida.
2.7 Ensayo de inhibicion

Para el ensayo de inhibicién de las diferentes enzimas se midio la actividad enzimatica de cada

enzima en presencia del Acido 13-epi-labdandlico. Este se disolvi6 en DMSO.
2.8 Cuantificacion de sorbitol

La cuantificacién de sorbitol se realizé con el kit enzimatico D-Sorbitol/Xilitol (Megazyme; Bray,
Wicklow, Irlanda). La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 492 nm. Las

concentraciones de sorbitol se obtuvieron siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.9 Docking molecular

El software Autodock Vina fue usado para realizar el acoplamiento molecular (23). Las estructuras
en 3D fueron obtenidas de la base de datos Chemspider. Cada una de estas fueron optimizadas
con Density Functional Theory at the B3LYP/6-31116t (d. p) level of theory employing Gaussian

16 Software (24). El programa Discovery Studio fue utilizado para analizar los resultados (25).
2.10 Cultivo de cristalino de conejo

Los cristalinos fueron obtenidos de ojos de conejos de la raza New Zealand de 3 meses de edad.
Estos fueron esterilizados y posteriormente cultivados en medio 199 (Sigma Aldrich M3769). Al
medio de cultivo se le adiciond suero fetal de bovino 0.5%, bicarbonato de sodio, penicilina-
estreptomicina 1%, neomicina 0.5 mg/ml y anfotericina B 2.5 pg/ml. Glucosa 55 mM fue usada
para inducir a catarata. Epalrestat 4 uM fue administrado como control positivo. El acido 13-epi-

labdandlico y su complejo fueron administrados a diferentes concentraciones: 0.4, 4, 40, y 400
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MM. El cultivo fue mantenido a 37 °C en una incubadora humidificada con una atmosfera de 5%
de CO2/95% de aire durante 6 dias. Cada 48 h fue renovado el cultivo. En un equipo con Gel 200
imaging system, UV transillumination fueron tomadas las fotografias de los cristalinos cada 24 h.
El contraste de la foto fue invertido. En el programa Photoshop fue homogenizado el tamafio de
los cristalinos. La cantidad de pixeles del area blanca correspondiente a la formacion de catarata

fue cuantificada en el programa ImagenJ.
2.11 Formacién del complejo

Una mezcla fisica de Acido 13-epi-labdandlico y CD-B fue preparada a proporcion 1:1. El Acido
13-epi-labdandlico y la CD-B se pesaron, se mezclaron con un mortero y se almacenaron a -20
°C. El complejo CD-B: Acido 13-epi-labdandlico se preparé por el método de freeze-drying a una
proporcién 1:1. Cantidades equimolares de Acido 13-epi-labdanélico y CD-B se pesaron a una
concentracion de 1 mM. El Acido 13-epi-labdandlico se disolvié en acetona. La CD-B se disolvio
en agua. Ambas disoluciones se mezclaron y se mantuvieron en movimiento a 400 rpm durante
24 h. La acetona presente en la mezcla se evaporé en un rotavapor. La mezcla obtenida se filtrd
y se congeld a -80 °C. Posterior a esto el agua presente en la mezcla se liofilizdé a -50 °C por £30

h. EI complejo CD-B:acido 13-epi-labdanolico fue almacenado a -20 °C (26).
2.12 Caracterizacion del complejo
2.12.1 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV vis)

Los espectros de UV vis del Acido 13-epi-labdandlico, la CD-B, el complejo CD-B: Acido 13-epi-
labdandlico y la mezcla fisica fueron obtenidos usando un espectrofotometro visible ultravioleta
Cary Win 50 Bio (Varian) a un intervalo de lectura de 190-800 nm. Las muestras fueron disueltas

en agua a temperatura ambiente.
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2.12.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El ensayo de RMN de cada una de las muestras (Acido 13-epi-labdandlico, la CD-B, el complejo
CD-B: Acido 13-epi-labdandlico y la mezcla fisica) se realizé en el equipo Varian Mercury plus 400
a temperatura ambiente. Las muestras se disolvieron en DMSO. Como referencia interna se uso

el tetrametilsilano.
2.12.3 Espectroscopia infrarrojo (IR)

El espectro IR de las muestras fue obtenido de un espectrofotbmetro Thermo Scietific modelo

Nicolet Is10 con la técnica ATR a un intervalo de 4000-400 cm™.
2.12.4 Difraccién de Rayos X

Los patrones de difraccion de Rayos X de las muestras fueron obtenidos con un difractometro
Bruker D8 Advance con disefio DAVINCI equipado con deflector lineal de silicio el cual opera con
radiacion CuKa cuya longitud de onda es de 1.54060 A. La potencia de excitacion que se uso fue
de 40 kV, con un incremento de 0.02 ° y una velocidad de angulo de 2.0° s por paso. El rango de

barrido fue de 26 de 4°-60°.
2.12.5 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las muestras fueron observadas a través de MEB en un microscopio JEOL JSM 7600F. Las
muestras se fijaron en un trozo de aluminio adherido mediante cinta adhesiva de carbono de doble
cara y revestida con oro. Las imagenes se obtuvieron con 5.0 kV de voltaje de aceleracion y 800

X de aumento.

3. Discussion
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El género Ageratina ha tomado relevancia en los ultimos afios. Plantas pertenecientes a este
género presentan actividades farmacoldgicas frente a ciertas patologias humanas. Un ejemplo de
ello es la actividad curativa de Ulcera de pie diabético que genera el extracto acuéso y hexano-
acetato de etilo de A. pichichensis (27). Otras actividades como antifingico y antibacterial también
se le han atribuido a las plantas pertenecientes a este género (28). Metabolitos secundarios con
actividad farmacéutica también han sido purificados del género Ageratina como son 10 benzoiloxi-
8,9-deshidro-6-hidroxitimol isobutirato purificado de A. glabrata y dihidrobenzofurano y 3-epi-
lupeol purificados de A. pichichensis con actividades antidiarréicas y antiinflamatorias
respectivamente (29). A. jocotepecana es una especie que crece en el centro de México. La AR
es una enzima de la via de los polioles que transforma la glucosa a sorbitol. Esta enzima frente a
un estado de hiperglucemia cronica genéra la acumulacion de sorbitol. Estrés osmoético y
oxidativo son el resultado de la serie de alteraciones causadas por el incremento en la actividad
de la AR y la acumulacién de sorbitol. La lisis celular viene como consecuencia de este estrés. La
acumulacion de células lisadas va formando la opacidad del cristalino o catarata ocular y con ello
se va perdiendo la vision (31). Por ello la inhibicién de la enzima AR es una alternativa para
prevenir la formacion de catarata diabética. Un escrutinio con diferentes extractos de A.
jocotepecana fue realizado para evaluar su actividad inhibitoria hacia la AR. Extractos hexanicos
y diclorometanicos de hoja, flor, tallo y raiz de A. jocotepecana fueron obtenidos. La actividad de
la AKR1B1 se midio en presencia de cada uno de estos extractos a traves de dos métodos. El
primero midiendo el consumo de NADPH* a través de UVvis y el segundo método fue midiendo
el producto de la reaccion es decir el glicerol. Los resultados obtenidos presentes en la tabla 7
indican que los extractos con mayor actividad ARI son el extracto diclorometanico de hoja con el
96% Yy el diclorometanico de flor con 93%. En estos dos extractos se busco la identificacion del

compuesto responsable de la inhibicion de la AR. Garcia Sanchez y col. en 2015 identificaron y
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purificaron de A. jocotepecana como compuestos mayoritarios de hojas y flores a compuestos tipo
labdano (30). Estos compuestos més la forma isomerizada y metilada del &cido cativico fueron
evaluados como ARI. Los resultados obtenidos indican que el compuesto que presenté mayor
inhibicién fue con la fraccion de labdanos que tuvo el 79%. Los compuestos derivados del &cido
cativico no presentaron inhibicion. Con esto demostrando que la presencia de grupos OH favorece
a la inhibicion de la AR. Los parametros cinéticos de una enzima en presencia de un inhibidor
ayudan a predecir el comportamiento de esta con su sustrato cuando el inhibidor ha sido
administrado. Ademas, nos ayudan a hacer una comparacion entre los valores obtenidos con
diferentes inhibidores y con ello posicionar a estos como malos o buenos inhibidores (33).
Comparando ambos valores podemos posicionar al acido 13-epi-labdandlico en un puesto
considerable como ARI. La selectividad se refiere al grado de preferencia de union de un inhibidor
a una enzima con respecto a otras enzimas. Esta ayudard a predecir si el inhibidor una vez
administrado tendré efecto sobre otras enzimas o solo inhibira a una en especifico. La union se
da en el sitio activo con una energia de afinidad de -7.4 kcal/mol. Con esto se respalda el resultado
de inhibiciébn competitiva obtenido en el ensayo in vitro. Las interacciones formadas fueron trece:
dos puentes de hidrégeno (Vall47, His110), cinco interacciones 11 (Fen122, Pro128, Trip2, leu300
y Trip111) y 6 fuerzas de van der Waals (Trip219, Asn160, Trip29, Tir48, Cist298 y una interaccién
con el NADPH"). La glucosa interacciona con His110, Trip111ly Tyr48 de la AKR1B1 es por ello
que se da la competencia entre el labdano y la glucosa por ocupar el sitio activo de la AKR1B1

(34).

Los cultivos celulares o de 6rganos aislados del organismo son una herramienta para la
experimentacion. Estos presentan entre sus ventajas el decremento de uso de ensayos in Vvivo,

decremento en inversion de espacio y de dinero y permite llevar el control de factores
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fisicoquimicos y fisiologicos del medio (35). En este trabajo se evaluo la inhibicion de la formacion
de catarata hiperglicemica en cristalinos de conejo. Los cristalinos fueron cultivados en medio 199
y se les adiciond diferentes tratamientos. Epalrestat 4 UM se usé como control positivo a inhibicién.
Glucosa 55 mM fue administrada para inducir a catarata. El cultivo se mantuvo por 6 dias debido
a que fueron la mayor cantidad de dias en que el cristalino permanecio sin sufrir dafio fisico bajo
las condiciones dadas al experimento. Cada dia se tomo fotografia a los cristalinos en un
transiluminador. Las fotos se viraron al contraste de color con lo cual la opacidad qued6é como
area blanca y la transparencia como el area negra. La cantidad de pixeles del &rea blanca se
cuantifico en el programa ImagenJ, lo cual es directamente proporcional a la cantidad de opacidad
en el cristalino. Tras los 6 dias de cultivo la concentracion de sorbitol de los cristalinos se midio.
Tanto la opacidad del cristalino como la concentracion de sorbitol son menores cuando se
administra el labdano, al igual que el tratamiento con epalrestat. La menor concentraciéon
ensayada a la que se inhibe la catarata fue a 0.4 mM. Con estos hallazgos podemos concluir que

el labdano inhibe la formacién de catarata a través de su actividad como ARI.

Un cultivo de cristalinos con diferentes concentraciones de labdano y sin inducir a catarata fue
realizado para evaluar si el cristalino permanece intacto ante la presencia del labdano es decir si
este permanece viable. Los cristalinos con 4 mM de labdano presentaron una opacidad en el
centro a partir del dia 4, la cual se va intensificando con forme pasan los dias. Esto nos da un
indicio de que el labdano a esta concentracion esta generando dafio en el cristalino el cual se
manifiesta con la opacidad de este. Conforme se fue incrementando la concentracion de acido

mayor fue el dafio generado.

Las CDs son oligosacaridos naturales compuestos por unidades de D-glucopiranosa. Estas

presentan una cavidad lipofilica y una superficie hidrofilica, lo que las hace ideales para formar
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complejos de inclusidon con compuestos hidrofilicos los cuales son albergados en su cavidad (36).
En los dltimos afios han sido ampliamente usados en la industria farmacéutica por su capacidad
para alterar propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de sus moléculas huésped. Entre las
funciones que tienen la CDs est4 el decremento de irritacion causada por un farmaco o atenuacion
de la toxicidad del farmaco (37). El complejo del labdano con una CD fue obtenido para buscar
atenuar el daflo generado por el labdano en el cristalino. Mediante Docking molecular se
selecciond la CD para formar el complejo con el labdano. La CD-a tiene -4.3 kcal/mol de energia
de afinidad, cuatro puentes de hidrogeno y el acomodo del labdano no fue completamente dentro
de la CD-a. La cavidad de la CD-a no es lo suficientemente grande para que el labdano quede
completamente inmerso en esta. La CD-f tiene -5.3 kcal/mol de energia de afinidad, 4 puentes
de hidrégeno y el acomodo del labdano es completamente dentro de la CD-B. La energia de
afinidad obtenida con la CD-y fue de -5.9 kcal/ mol con 3 puentes de hidrégeno y el acomodo del
labdano fue dentro de la CD con sobra de espacio dentro de la cavidad. Esto podria ser
contraproducente al momento de la disociacién del complejo. Con estos datos definimos que la
CD-B es laideal para formar el complejo con el labdano. La obtencién del complejo puede hacerse
a través de diferentes metodologias (38). Secado por congelacién es la metodologia mas utilizada
ya gque esta no genera cambios quimicos en las estructuras de los constituyentes (39). Ademas
del complejo se prepard un control negativo el cual contiene a la CD-B y al labdano sin formar
complejo, a este lo identificamos como mezcla fisica (MF). La caracterizacion se usa para evaluar
si se logro formar el complejo CD-[3: labdano es decir si logramos que el labdano interaccione en
la cavidad de la CD-B. Diferentes metodologias de espectroscopia son utilizadas para la
caracterizacion de un complejo (40). En este trabajo usamos espectroscopia UV visible, RMN, IR
y rayos X, ademas se realizdé microscopia electrénica de barrido (MEB). El labdano, la CD-B, la

MF y el complejo CD-B:labdano fueron sometidos a cada una de las metodologias y
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posteriormente se estudiaron sus diferencias en los resultados obtenidos. En la espectroscopia
UVvis se observan diferentes sefiales en los diferentes espectros. El espectro del complejo tiene
una sefial a 215 nm la cual no se observa en los otros espectros. En la zona entre 240 y 260 nm
también se observan sefiales diferentes entre los espectros. En la RMN los espectros del labdano
y de la CD-f tienen las sefiales correspondientes a sus estructuras. En el espectro de la MF se
observa el empalme de las sefales del labdano y la CD-B. Gran diferencia se observa en el
espectro del CD-B: labdano complex. El cual presenta sefiales a 4.25, entre 2y 2.5y -0.5 ppm
que en el resto de los espectros no se observan. Esto nos indica la formacion de una nueva
estructura. En los espectros del IR el labdano presenta bandas en 3500, 3000, 1700, 1400 y 900
cm-1 correspondientes a la estructura del Acido13-epi-labdandlico. En el caso de la CD-B también
se obtuvieron sus sefales propias de su estructura. Una sefial ancha muy marcada entre 3600 y
3000 cm-1 la cual indica la presencia de sus grupos OH. También se obtuvieron sefiales en 2900,
1600, 1400 y entre 1200-900 cm-1. En la MF se observa el empalme de los espectros del labdano
y la CD-B pues estos no se encuentran formando complejo. Las diferencias mas destacadas en
el espectro del complejo son el decremento en la sefial entre 3600-3000 cm-1 observado en el
espectro de la CD-B. Las sefales en 1700, 1200 y 1400 cm-1 presentes en el espectro de la CD-
B desaparecen en el espectro del complejo. El patrén de rayos X para la CD-B y el labdano
presentan sefales agudas e intensas debido a su forma cristalina. Estas sefiales permanecen en
el caso de la MF debido a que aun mantienen su forma cristalina. Estas sefiales se pierden en el
complejo CD-B: labdano. Donde observamos la ausencia de sefiales definidas debido a la
formacion del complejo que hace perder la forma cristalina del labdano y la CD-B. Cambio en la
morfologia de superficie de las diferentes muestras fue observado. El labdano se observa como
cristales pequefios en forma de aguja. La CD-p tiene forma de placas anchas e irregulares la cual

es la forma caracteristica de las CDs. La morfologia del labdano y la CD-f3 no se alteran al formar
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la MF pues siguen observandose los cristales en forma de aguja y las placas anchas. En el
complejo CD-B: labdano hay un cambio completo de la morfologia. En este caso se observan
laminas delgadas, mas pequefias e irregulares. Con todos estos hallazgos de los cambios
generados en los espectros y la morfologia del complejo CD-B: labdano podemos concluir que se

logro la formacion del complejo entre el labdano y la CD-(3.

Para que le labdano cumpla con su funcion AR, este tiene que ser liberado de la CD-f3 en su sitio
de accion, es decir tiene que llevarse a cabo la disociacion del complejo CD-B: labdano. De no ser
asi el labdano quedara atrapado en las CD-B y no inhibira a la AR. La actividad de la AR en
presencia del complejo CD-B: labdano fue medida en un ambiente acuoso. Gran parte de los
farmacos oculares terminan en el humor vitreo. El cual esta formado en su mayoria por agua por
lo que se considera que ahi existe un ambiente acuoso. Por ello el complejo se disolvié en H20 y
posteriormente se hizo el ensayo de la actividad de la AKR1B1. La inhibicidon observada fue de
85% mostrando que bajo estas condiciones y en este medio se logra la disociacién del complejo

CD-f: labdano.

La evaluacién de la estabilidad del complejo con respecto al tiempo ayuda a definir su periodo de
vida util. EI complejo CD-B: labdano recién preparado se almacené a -20 °C por 18 meses. Este
se llevo a IR y posteriormente se compararon los espectros del complejo con y sin
almacenamiento. Cambios en las sefiales no fueron observadas con lo cual deducimos que las
estructuras permanecen iguales. Con ello se considera que el complejo CD-: labdano es estable

bajo estas condiciones y a lo largo de este tiempo.

El ensayo de viabilidad de los cristalinos de conejo se realizé nuevamente con el complejo CD-f:
labdano (4 uM de labdano). Los cristalinos presentan menor opacidad comparada con el ensayo

con labdano. Lo cual indica que con la formacion del complejo CD-B: labdano se logré atenuar el
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dafio causado por el labdano en los cristalinos de conejo. También se observo que este mantiene
su actividad inhibitoria de formacion de catarata hiperglicemica aun cuando este es administrado

en forma de complejo. Esto respalda lo resultados de disociacion obtenidos de forma in vitro.

5. Conclusiones

El complejo CD-B: labdano obtenido de A. jocotepecana inhibe a la AKR1B1 de forma in vitro
presentando selectividad a esta enzima comparada con otras AKRs. También inhibe la formacién

de catarata hiperglicémica en cristalino de conejo sin producir dafio secundario al cristalino.
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Capitulo 4.- Activacion de la Sorbitol deshidrogenasa
con compuestos obtenidos de plantas nativas de
Michoacan

Activacion de la Sorbitol deshidrogenasa con compuestos obtenidos de plantas
nativas de Michoacan

Resumen

Se consideraba que la inhibicdn de la enzima SDH en la via de los polioles ayudaria a evitar la
formacion de catarata ocular causada por Diabetes mellitus. Investigaciones realizadas como es
el caso de Lee y col afio demuestraron que la inhibicion de la SDH empeora la formacion de
catarta ocular. Por ello nosotros proponemos activar la enzima para evitar la acumulacion de
sorbitol. Compuestos activadores fueron buscados en plantas nativas de Michoacéan. Para ello los
compuestos fueron purificados de las plantas y estos se evaluaron tanto de forma in silico como
de forma in vitro. Siete de estos compuestos presenraron una activacion a la SDH lo cual impulsa
a continuar con esta investigacion y determinar si un ensayo ex vivo con cristalinos de conejoy a
los cuales se les administre compuesto activador de la SDH logra prevenir la formacion de catarata

experimental.
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1. Introduccion

La Sorbitol deshidrogenas (SDH) es una enzima del metabolismo de los polioles (D-sorbitol (D-
glucitol), L-treitol, xilitol y ribitol, ademas, D-fructosa, L-erythrulosa, D-xylulosa) que se ha
identificado en diversos organismos desde bacterias hasta el humano. Esta se encuentra en el
citosol de la célula y el gen que la codifica es el gen SORD. Esta es una enzima tetramérica por
lo que contiene 4 subunidades iguales tanto en estructura como en funcion. Cada una de sus
subunidades tiene 356 aminoacidos. Su principal funcion es transformar el sorbitol a fructosa. La
reaccion de SDH es reversible, es decir la enzima también puede transformar la fructosa a sorbitol
y esto depende del medio en el que se encuentre (1). En la reaccion enziméatica utiliza NAD* como
cofactor ademas un ion zinc es necesario para llevar a cabo la reaccion. La SDH cataliza la
oxidacion reversible del C2 del sorbitol a fructosa con la reduccion del NAD* a NADH. El pH alto

favorece la oxidacion de sorbitol a fructosa mientras que el pH bajo favorece la reduccion de
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fructosa a sorbitol (2). En cada sitio catalitico de la SDH se encuentra presente un atomo de zinc

el cual interacciona con CYS44, HIS64 y GLU70 de la SDH (3).

La reaccion enzimatica de la SDH forma parte de la segunda reaccion de la via de los polioles.
Esta via se considera la principal responsable de la formacién de complicaciones secundarias de
la Diabetes mellitus como es el caso de la formacioén de catarata ocular. Se ha enfatizado la
importancia del incremento de la proporcion NADH/NAD™ en el citoplasma como resultado de una
excesiva oxidacion de sorbitol a fructosa a través de la SDH lo cual genera un estado de oxidacién
y esto a la larga genera dafio celular (4). En 1994 Lee y col realizaron un trabajo en donde usaron
como modelo de estudio a ratones en los cuales sobre expresaron al gen que codifica la AR y
otros a los cuales no se expresaba la SDH. Ambos ratones fueron inducidos a diabetes y llevaron
una dieta de galactosa. En este estudio se evalué la formacion de catarata ocular. Los ratones
gue sobreexpresan la AR como es de esperarse presentan la formacion de catarata de forma mas
temprana que aquellos ratones que no tienen sobreexpresion de la enzima. Cabe destacar el
resultado obtenido en los ratones con ausencia de SDH en los cuales la incidencia de catarata es
mayor y ocurre mas rapido. Bajo este panorama se logra concluir que la inhibicién de la SDH no
favorece la inhibicion de la catarata sino todo lo contrario, induce la formacién de la catarata (5).
Otras investiagciones demuestran que la formacién de catarata es mayor cuando se administra
galactosa como dieta en lugar de glucosa. Esto es debido a que la SDH no metaboliza el galactitiol
gue es el producto del metabolismo de la galactosa a treves de la SDH. Generando mayor
acumulacion del poliol y con ello el desbalance osmolitico es mayor (6). Se propone la activacion

de SDH para con ello prevenir la acumulaciéon de SDH.

El uso simultaneo de activadores de la SDH e inhibidores de la AR podrian proveer mayor

eficiencia en la inhibicion de la formacion de catarata ocular causada por hiperglicemia. El paso
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determinante de la reaccion enzimatica es la disociacion del complejo SDH-NADH. Se ha
identificado residuos en el sitio catalitico de la SDH que podrian jugar un papel importante en la

activacion de la enzima como por ejemplo la Lys294 (7).

En 1990 Lindstand y col identificaron compuestos (haloalcoholes) que activaban a la SDH. Estos
compuestos son capaces de alterar el sitio catalitico haciéndolo flexible y con ello indujeron a la

disociacion entre la SDH y el NADH (8).

Las plantas son fuentes de compuestos como son los metabolitos secundarios. Algunos de estos
compuestos por muchos afios han sido moléculas bioactivas que han ayudado a mejorar la salud
del hombre asi como han sido usadas como base para disefiar nuevos farmacos. Actualmente el
uso de plantas medicinales se ha convertido en una alternativa para el tratamiento de
enfermedades tanto en medicina veterinaria como en medicina humana. Los metabolitos
secundarios se dividen principalmente en 3 grandes grupos: terpenos, compuestos fendlicos y

alcaloides (9).

Michoacan cuenta con un vasto numero de especies vegetales. Especies que crecen y se
desarrollan en ecosistemas muy diversos. De estas es muy poca la cantidad de plantas que han

sido estudiadas para conocer su conformacién quimica (10).

En este trabajo se buscaron compuerstos activadores de la SDH obtenidos de plantas nativas del
estado de Michoacan. Estos activadores seran candidatos para prevenir la formacion de catarata

ocular causada por hiperglicemia.

2 Metodologia

2.1 Purificacién de compuestos
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La purificacion de compuestos se realizé con cromatografia en columna siguiendo la metodologia
utilizada por Garcia-Sanchez et al. (2011). Gel de silice (200-400 mesh) de la marca MERCK se
utilizé como fase estacionaria. Mezclas de hexano y acetato de etilo se utilizaron como fase movil
a proporciones de 2:8, 4:6, 6:4 y 8:2 con un volumen final de 135 ml. Estas se pasaron por la
columna iniciando con 135 ml de hexano y siguiendo con €l orden de las mezclas en de polaridad
ascendente. Fracciones de 15 ml aproximadamente se recolectaron. Los compuestos puros
fueron caracterizados con Cromatografia en capa fina (CCF) y Resonancia Magnética Nuclear

(RMN) (Varian Mercury plus 400 (11).

2.2 Actividad de la enzima SDH

La enzima se obtuvo de forma comercial. La actividad enzimética se midi6é siguiendo al método
establecido por Aslan con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion contenia solucién
amortiguadora de glicina NaOH a pH 10 (50 mM), sorbitol (100 mM), NAD+ (0.47 mM), DMSO,
SDH y compuesto puro disuelto en DMSO (1mg/ml) a un volumen final de 1 ml. La mezcla de
reaccion del blanco no contenia sorbitol. El incremento de NADH se midi6 por el incremento en la
absorbencia a 340 nm por 2 min en un espectrofotometro UV visible (Cary 50 Bio, Varian). El
blanco no contuvo sorbitol. El valor obtenido del blanco se rest6 al valor obtenido de la muestra

(12).

2.3 Actividad inhibitoria o activadora

La actividad inhibitoria o0 activadora se obtuvo adicionando compuestos puros a la mezcla de
reaccion a una concentracion de 0.1 pg/ml. Una mezcla sin sustrato se utilizé como blanco. El

porcentaje de inhibicion se calculé tomando como 0% de inhibicién a la actividad enzimatica sin
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el inhibidor. El valor de activaciéon se obtuvo tomando como 1 el doble de la actividad enzimética

sin el inhibidor.

2.4 Docking molecular

Docking molecular flexible se realizé en el programa Autodock Vina (13) La estructura 3D de la
enzima se obtuvo del PDB (www.rcsb.org) con el cédigo 1PL6. A esta estructura se le eliminé el
ligando y las moléculas de agua, se le aplicaron cargas y se minimizo su energia. Las estructuras

de los compuestos se dibujaron en el programa Maestro Elements (14

3. Resultados y discusion

La Diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degenerativa que durante muchos afios ha hido
en incremento hasta el punto de ocupar el 3er lugar de causa de muerte en México y una de las
primeras causas de incapacidad en las personas (15). La alteracion en esta enfermadad radica
en la falta de cuidados como son llevar una dieta alta en carbohidratos, lo cual genera la incidencia
de complicaciones secundarias de la Diabetes mellitus. Entre estas complicaciones encontramos
la formacion de catarata ocular. La via de los polioles es una de las principales causas de que
estas complicaciones se lleven a cabo. La SDH es la enzima responsable de la segunda reaccion
de la via de los polioles. Inicialmente se creia que la inhibicion de la enzima ayudaria a
decrementar la incidencia de catarata (16). Nuestra propuesta es activar la enzima para con ella
decrementar el producto y evitar el estrés osmotico causante del dafio celular. Se realizo la
busqueda de posibles sitios alostéricos en la SDH. Esta se realiz6 en la base de datos CASTp
para este ensayo se utilizé la enzima 1PL7 obtenida del PDB. El resultado obtenido fueron 144
pockets o posibles sitios alostéricos. Un sitio alostérico es una zona en la enzima en la cual puede

unirse un compuesto que puede o no generar un cambio en la actividad de la enzima ya sea
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inhibiendo o activando. Para determinar si estos sitios alostéricos tenian la posibilidad de que
alguno de nuestros compuestos interaccionara ahi se hizo un analisis de tamario en los diferentes
sitios. Sitios menores a a 180 A fueron descartados ya que en este espacio no es posible que
entren algunos de nuestros compuestos. Sitios mayores a 200 A fueron descartados ya que estos
espacios corresponden a las zonas entre una subunidad y otra. Con esto se obtuvo que la enzima

tiene 25 pockets que presentan el espacio ideal para que ahi interaccione un compuesto.

Un analisis de Docking molecular se realizé entre la SDH y 22 metabolitos secundarios purificados
de plantas nativas del estado de Michoacan. ElI Docking molecular se realizé en el programa
Autodock Vina y los resultados fueron visualizados en Discovery Studio. El resultado obtenido
fueron energias de afinidad de -8.1 a -6.2 kcal/mol. La zona en donde se dio la interaccion se
analizé. Tres zonas se dividieron: sitio lejano al sitio activo donde la interaccién se dio fuera del
pocket del sitio activo, sitio cercano al sitio activo donde la interaccion se dié en la zona del sitio
activo pero no con los aminoacidos correspondientes al sitio activo y zona del sitio activo donde
la interaccion se da con los aminoacidos propios del sitio activo. Aquellos compuestos que se
unieron en sitios cercanos al sitio activo o en el sitio activo se eligieron debido a el antecedente
de que el paso delimitante de la reaccion es la disociacion entre SDH y NADH por lo que si el
compuesto interacciona en el sitio activo o cercano a este pudiera inducir a la disociacion de este
complejo. Mezcla de triterpenos (acetato de lupeol, a y B amirina), 10—Acetoxi—6—metoxi—8,9—
epoxitimol isobutirato, Lupeol, Escualeno, Encecalinol, Acido 3-oxo-y—costico, Encecalina,
Metilripariocromeno A, UMSNH2014 y Mezcla de triterpenos (a y f amirina) son los compuestos

gque presentaron interaccion cercana o en el sitio activo.

Con estos compuestos se realizo la reaccion enzimatica de la SDH en presencia del compuesto.

La reaccion se realizd con SDH comercial a un pH de 10. El sorbitol fue usado como sustrato y se
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midi6 el ascenso de la absorbencia a 340 nm por 2 minutos. Los compuestos fueron disueltos en
DMSO. Algunos compuestos generaron inhibicion y otros generaron activacion. Mezcla de
triterpenos (acetato de lupeol, a y B amirina), 10—Acetoxi—-6—metoxi—8,9—epoxitimol isobutirato,
Lupeol, Escualeno, Encecalinol, Acido 3-oxo-y—coéstico, Encecalina, Metilripariocromeno A,
UMSNH2014 y Mezcla de triterpenos (a y B amirina) son los compuestos que activaron a la
enzima. El encecalinol es el compuesto que activo mayormente a la enzima casi con el doble de
actividad conparada con la actividad enzimatica sin activador. Los resultados fueron analizados y
se gue todos los compuestos que generaron activacién en la enzima interaccionan con el
NADH con lo que podriamos deducir que el compuesto pudiera estar induciendo la disociacién

entre la enzimay su cofactor.

La reaccion enzimatica se midié en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos
activadores. Los resultados obtenidos se muestran en la imagen 26. Donde se observa que la
Encecalina, Encecalinol, 3—oxo—y—cdstico y la mezcla de triterpenos incrementa su efecto de

activacion conforme se incrementa la concentracion de este.
4. Conclusién

Metabolitos secundarios purificados de plantas nativas de Michoacan generan activacion en la

SDH en un ensayo in vitro.
5. Bibliografia

1. El-Kabbani, O., Darmanin, C., & Chung, R. T. (2004). Sorbitol dehydrogenase: structure,

Figutan2tonl aiedd maocesedtgoo B prresios aditindbcae miselysilib(dtdiittd d& la SDH. — .-
Puentes de hidrogeno, —.-Fuerzas de van der Waals, —.-Interacciones pi-pi, —.-
|Bte Gedmcigs\hi-i966). -Soilitetadeiymredeiase- . imtdetboidnes regainats analysis (pp. 761-

764). Academic Press.

95



Tesis de Doctorado

Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

. Johansson, K., El-Ahmad, M., Kaiser, C., Jornvall, H., Eklund, H., H6dg, J. O., &
Ramaswamy, S. (2001). Crystal structure of sorbitol dehydrogenase. Chemico-Biological
Interactions, 130, 351-358.

. Lee, A. Y., & Chung, S. S. (1999). Contributions of polyol pathway to oxidative stress in
diabetic cataract. The FASEB journal, 13(1), 23-30.

. Lee YW, Chung SK, Chung Stephen SM, (1995), Demonstration that polyol accumulation
is responsible for diabetic cataract by the use of transgenic mice expressing the aldose
reductase gene in the lens, Medical Sciences, 92, 2780-2784.

. Brownlee M, (2006), The pathobiology of diabetic complications a unifying mechanism,
Diabetes, 54, 1615-1625

. El-Kabbani, O., Darmanin, C., & Chung, R. T. (2004). Sorbitol dehydrogenase: structure,
function and ligand design. Current medicinal chemistry, 11(4), 465-476.

. Rune I. LINDSTAD, Leonila F. HERMANSEN and John S. McKINLEY-McKEE (1994),
Inhibition and activation studies on sheep liver sorbitol dehydrogenase, Eur. J. Biochem.
221, 847-854 (1994)

. Pagare, S., Bhatia, M., Tripathi, N., Pagare, S., & Bansal, Y. K. (2015). Secondary
metabolites of plants and their role: Overview. Current trends in biotechnology and

pharmacy, 9(3), 293-304.

10.Garcia-Sanchez E, Ramirez-Lopez CB, del Rio R.E., Martinez Pacheco MM, (2011), A

revision of Eupatorium (Compositae : Eupatorieae) from Michoacan, Oyton, 80, 139-146.

11.Garcia-Sanchez E, Ramirez-Lopez CB, Talavera-Aleman A, Lebn-Hernandez A, Martinez

Mufoz RE, Martinez-Pacheco MM, Gomez-Hurtado MA, Cerda-Garcia-Rojas CM, Joseph-

Nathan P, del Rio RE, (2014), Absolute configuration of (13R)- and (13S) labdane

96



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

diterpenes coexisting in Ageratina jocotepecana, Journal of Natural Products, 77, 1005-
1012.

12.Aslan, H. E., & Beydemir, $. (2017). Phenolic compounds: the inhibition effect on polyol
pathway enzymes. Chemico-biological interactions, 266, 47-55. Trott, O.; Olson, A.J.
AutoDock Vina: Improving the speed and accuracy of docking with a new scoring function,
effi-cient optimization, and multithreading. J Comput Chem 2010, 31, 455-461. DOI:
10.1002/jcc.21334.

13.Dassault Systémes BIOVIA, Discovery Studio Modeling Environment, Release 2017, San
Diego: Dassault Systemes, 2016. URL: https://discover.3ds.com/.Gerardo Martinez*,
Marian A. Gomez, (2007), CICLODEXTRINAS: COMPLEJOS DE INCLUSION CON
POLIMEROS, Rev. Iberoam. Polim., 8(4), 300-312

14.Barceld, A., & Rajpathak, S. (2001). Incidence and prevalence of diabetes mellitus in the
Americas. Revista Panamericana de Salud Publica, 10(5), 300-308.

15.Lindstad, R. I, Hermansen, L. F., & McKINLEY-McKEE, J. S. (1994). Inhibition and
activation studies on sheep liver sorbitol dehydrogenase. European journal of biochemistry,

221(2), 847-854.

97



Tesis de Doctorado
Inhibicion de la formacién de catarata nuclear experimental con complejos de inclusion a base de ciclodextrinas y fitometabolitos

DISCUSION GENERAL

El ojo tiene un mecanismo complejo para lograr llevar a cabo el proceso de vision. Dentro de este
proceso de vision el cristalino, presente en el ojo tiene la funcion de refractar los rayos de la luz
para que las imagenes puedan verse nitidamente en la retina. Entre las principales caracteristicas
del cristalino ocular encontramos la ausencia de inervacion y aporte sanguineo. Esta
caracteristica fisioldégica hace que las células dafiadas en esta zona se acumulen y generen de
forma gradual la opacidad del cristalino, lo cual impide la entrada de los rayos de luz y con ello el
proceso de visién no se logra. La busqueda de inhibidores de la AR y activadores de la SDH son
una opcion para prevenir la formacién de catarata ocular en pacientes con Diabetes mellitus.
Aunque por muchos afos se han buscado estos compuestos, son pocos los farmacos que tienen
un estudio avanzado para su uso en la prevencio de catarata. Compuestos de origen sintético

preséntan inhibicién a la enzima pero también presentan toxicidad.

Plantas del género Eupatorium son ampliamente encontradas en Michoacan y estas se
consideran nativas de nuestro estado. Con el fin de ampliar el campo estudiado de estas especies,
se realiz6 un fraccionamiento de las plantas para obtener compuestos puros que fueron evaluados
como IARs. Entre las caracteristicas que se usaron para elegir un compuesto inhibidor fueron
criterios socioculturales: accesibilidad de recolecta, rendimento de extracto, uso medicinal y
abundancia de espécimen, propiedades drug-like asi como la potencia del inhibidor (ICs0). Con
todo ello se eligié al compuesto Metilripariocromeno A para continuar con la investigacion. El
Metilripariocromeno A es una molécula que comparado con otros inhibidores de la AR (Epalrestat
319.401 g/mol) podria considerarse una molecula pequefia. Esta caracteristica podria favorecer
al momento de absorcion de la molécula para lograr llegar a su sitio de accion. Ensayos

farmacocinéicos y farmacodinamicos del Metilripariocromeno A de forma in vivo son necesarios
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para evaluar si este compuesto logra llegar a través de una forma de administracion oftalmica a
su sitio de accion e inhibir la formacion de catarata. La accion de un farmaco de forma in vivo no
siempre es igual a la obtenida de forma in vitro o ex vivo. Hasta este punto, se generan las
cuestiones de si el Metilripariocromeno A mantendra su actividad IAR al ser administrado de forma
intraocular en un organismo vivo, definir si se logra la inhibicion de la formacion de catarata,
establecer las reacciones adversas que este compuesto genera en su sitio de accion y establecer
la concentracion optima del Metilripariocromeno A para que se logre su entrada a su sitio de accion

y Su efecto en esta zona.

Las condiciones del ojo para la absorcion de farmacos son diferentes al resto del organismo.
Diversas barreras deben ser superadas para que logre entrar un farmaco al interior del ojo en
especial al cristalino. En ocasiones esta parte depende de la concentracion del farmaco donde
una concentracion abundante garantiza la entrada del farmaco. Desafortunadamente al tratarse
del ojo muchos farmacos suelen ser agresivos a altas concentraciones. Este es el caso de
importantes farmacos ya establecidos como el diclofenaco sddico y también IAR como el
fidalrestat (Alexiou et al., 2009). El cual aun no es utilizado en una presentacién oftdlmica debido

a que este genéra toxicidad en el ojo.

Las CD son ampliamente usadas en la industria farmacéutica. Diversas funciones cumplen estas
moléculas para lograr que un farmaco llegue a su sitio de accidén y que cause menor cantidad de
reacciones secundarias. A través de Docking molecular se definio que el Metilripariocromeno A
tiene mayor afinidad poc la CD. La formacion del complejo CDB-Metilripariocromeno se realizo
con éxito, lo cual se demostrd con su caracterizacion. Ademas, se logro inhibir a la AR con este
complejo. Unos de los grandes retos al momento de formar un complejo de inclusion con CD son

mantener un equilibrio entre la estabilidad del complejo y la disociacion de este. Lo ideal es que
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el complejo sea lo suficientemente estable para lograr que se mantenga integro hasta llegar a su
sitio de accién del farmaco y que a su vez esta estabilidad sea solo la necesaria para que una vez
que llegue a su sitio de accion el complejo logre disociarse. Para determinar estas caracteristicas
en el complejo, ensayos de estabilidad y disociasion del complejo son necesarios, tanto de forma
in vitro, como de forma in vivo. Con ello se ayudara a definir si es conveniente o no la formacién
del complejo para que el Metilripariocromeno A tenga efectividad en el tratamiento de prevencion
de la formacién de catarata en pacientes con Diabetes mellitus. Diferentes expectativas se
generan hasta este punto para el complejo CDB-Metilripariocromeno A. Entre ellas esta definir si
el complejo logra ser un buen acarreador del metilripariocromeno A de forma in vivo, evaluar si
se logra una liberacion prolongada del metilripariocromeno A en el sitio de accion y descartar

reacciones adversas por el uso de CD para la administracién de Metilripariocromeno A.

Los resultados obtenidos en un trabajo previo sugieren que el acido 13-epi-labdandlico genera
ihibicion de la formacién de catarata causada por hiperglucemia, pero a concentraciones mayores
de 40 uM genera toxicidad en las células. Esta toxicidad puede prevenirse con la formacion de
complejos de inclusién entre el &cido 13-epi-labdandlico y CD. La interaccién entre la CD y el
acido 13-epi-labdandlico se simulé mediante docking molecular. Con ellos se logré definir a la CD
B como la ideal para formar el complejo de inclusién. Cada complejo se caracterizé con
metodologias espectrofotométricas y con esto se logré definir que si se llevd a cabo la formacién
del complejo. Se realiz6 la evaluacién de complejo como inhibidor de la formacion de catarata y
con ello se definidé que el &cido 13-epi-labdandlico en forma de complejo inhibe la formacion de
catarata en un ensayo ex vivo y no genera toxicidad en la célula. Sin embargo, la variacion que
existe de un ensayo ex vivo y un ensayo in vitro es enorme. El comportamiento del complejo de

inclusion CDB-Acido 13-epi labdandlico en un organismo vivo administrado como presentacion
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oftalmica es necesario. Una presentacion oftalmica con el complejo CDB-Acido 13-epi labdandlico
se debe disefar para posteriormente administrar esta presentacion en un ensayo in vivo utilizando
conejos con Diabetes mellitus como modelo de estudio. Evaluar si se logra la inhibicion de la
formacién de catarata ocular asi como los dafios adversos que este pudiera causar en su transito
hasta el cristalino y evaluar la liberacion prolongada que generan las ciclodextrinas son solo

algunas cuestiones que quedan por definir.

Otra propuesta para inhibir la formacién de catarata en un estado de hiperglucemia es la activacion
de la enzima SDH, con ello disminuye la acumulacion de sorbitol y evitar el estrés osmotico
causante del dafio celular. La busqueda de posibles sitios alostericos en la SDH se realizo
mediante analisis computacional y exposicion a fitometabolitos. La reaccién enzimatica se midié
en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos activadores. De los resultados
obtenidos se observa que la Encecalina, el Encecalinol, 3—oxo—y—céstico y la mezcla de
triterpenos incrementa su efecto de activacién conforme se incrementa la concentracion del
compuesto. La propuesta de inhibir la formacién de catarara en un estado de hiperglucemia a
través de la activacion de la SDH no tiene mucho respaldo bibliografico es decir son muy pocos
los estudio que proponen esta idea. Por ello, es necesario realizar un ensayo ex vivo que
demuestre que se logra la inhibicién de la formacion de catarata por la activacién de la SDH. Las
expectativas para esta parte de la investigacion son diversas, destacando si la interaccion entre
los posibles sitios alostericos definidos de forma in silico con los compuestos activadores de la
enzima se logra en un ensayo in vitro o in vivo. Establecer si a través de estos activadores de la
SDH se logra la prevencion de acumulacién de sorbitol y con ello la inhibicién de la formacién de
catarata y definir si se generan efectos adversos o respuestas secundarias por la administracion

in vivo de estos compuestos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los complejos de inclusion MRChA-CDB y UMSNH2014- CDg inhiben la formacion de catarata
nuclear experimental mediante el control de la hiperproduccién de sorbitol a través de la inhibicion
de la AR en un ensayo ex Vvivo.

Encecalina, Encecalinol, 3—oxo—y—caostico y la mezcla de triterpenos obtenidos de plantas nativas
de Michoacan generan activacion en la enzima SDH. Estos compuestos son candidatos para
continuar la investigacion de la busqueda de compuestos que inhiban la formacion de catarata

mediante la activacion de la SDH.
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